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Die Wirkung des Follikelhormons auf Pflanzen. 


Von 


Walter Schoeller und Hans Goebel. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-(G.) 
( Binge gangen am 27. Juli 1931.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


Durch die Arbeiten von Loewe!, sowie von Dohrn und Faure* ist 
die Tatsache bekannt geworden, dab die im reifenden Follikel gebildeten 
brunstauslésenden Substanzen auch im = Pflanzenreich vorkommen. 
So kann man nach Dohrn und seinen Mitarbeitern aus Riibensamen, 
Kartoffeln, Hefe und Petersilienwurzeln, ferner aus keimendem Weizen 
mit geeigneten organischen Extraktionsmitteln Ole gewinnen, welche 
kastrierte Nagerweibchen briinstig machen und ‘ dementsprechend 
entweder das Follikelhormon selbst oder Derivate desselben enthalten 
miissen. Fir diese Substanzen schlug Loewe die Bezeichnung Thely- 
tropine, Dohrn und seine Mitarbeiter die Bezeichnung Tokokinine vor. 

Die Isolierung des wirksamen Prinzips ist aus diesen Pflanzen- 
extrakten bisher nicht gegliickt. Nur Anreicherungen sind mdglich 
gewesen, was dafiir zu sprechen scheint, daB hier nicht die beiden 
bisher bekannten Formen des Follikelhormons vorliegen, namlich 
das hochwirksame, dreifach ungesattigte Oxvketon C,, H.. Og, ., Progynon, 
Follikulin-Menformon und Theelin’, welches ziemlich gleichzeitig 
von Doisy und Butenandt aus Gravidenharn kristallinisch gewonnen 
werden konnte, und andererseits der dreiwertige Alkohol C,.H., Qs, 
den Marrian ,,Oestrin’ und Doisy ,,Theelol genannt hat. Vielleicht 
sind es Esterderivate, deren besondere brunstauslésende Wirkung 
Butenandt am Beispiel des Benzoylesters des Progynons zeigen konnte, 
welche die Abtrennung von den pflanzlichen Olen so auBerordentlich 
erschweren. 


1 Diese Zeitschr. 180, 1— 26, 1927. 
2 Med. Klin. 1926, Nr. 37, S. 1417. 
Biochemische Zeitschrift Band 240 1 
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Wir haben uns nun zur experimentellen Beantwortung die Frage 
vorgelegt, welchen Aufgaben im Leben der Pflanze die Tokokinine 
zu dienen haben. Es lag nahe, an die Férderung der Entwicklung der 
pflanzlichen Sexualorgane, also vor allem an die Entwicklung der Bliite, 
zu denken, in Analogie zu den im Tierreich vorliegenden Beobachtungen. 
Um die Versuchsanordnung méglichst klar und eindeutig zu gestalten, 
wahlten wir Pflanzen, welche ihren Bedarf an Nahrstoffen mit sich 
fiihren und nur des Wassers bediirfen, um ihre gesamte Entwicklungs- 
periode abschlieBen zu kénnen. Denn es mubte vermieden werden, 
dais die zur Anwendung gelangenden Hormonpraparate durch Ad- 
sorption im Erdreich oder durch chemische Einfliisse in ihrer Ein- 
wirkung auf die Versuchspflanzen behindert wurden oder daB durch 
Verschiedenheiten in den Niahrstoffkonzentrationen Verschiebungen 
in den Resultaten hervorgerufen werden konnten. 


I. Versuche an Hyazinthen. 


Wir wihlten deshalb Hyazinthen und haben im Winter 1929 30 
die erste Versuchsserie durchgefiihrt und diese im Winter 1930 31 
wiederholt. Erst als diese Wiederholung die primiren Beobachtungen 
bestatigte, haben wir uns entschlossen, dariiber Mitteilung zu machen!. 

Die Anordnung der Versuche war <lie folgende: Etwa Mitte November 
wurden 16 Stiick Hyazinthenzwiebeln (la Grandesse) in der iiblichen Weise 
auf Glaser gesetzt. in denen sich nur reines Leitungswasser befand. Von 
diesen wurden 12 Stiick behandelt, indem wir ihrem Nahrwasser Follikel- 
hormon zusetzten, wéhrend vier als Kontrollen dienten. Von den be- 
handelten erhielten vier Stiick je 100 M.-Einh. Follikelhormon,. die zweite 
Serie erhielt je 200 M.-E., die dritte je 300 M.-E. Follikelhormon pro Woche 
und Pflanze. Verwendet wurde das Follikelhormon, wie es in den Progynon- 
ampullen des Handels erhaltlich ist, also 100 M.-E. gelést in 1 com Wasser, 
von dem Reinheitsgrad eines Hormondles, welches 200000 M.-E. pro Gramm 
enthalt. Jede Ampulle enthalt also etwa 10 y Progynon und etwa 0.5 mg 
lipoidé Begleitstoffe, ferner einen kleinen Kochsalzzusatz fiir Isotonie. 

Die Glaser wurden zunachst in einem vollig dunklen Keller. und zwar 
14 Tage bei 12°, dann nach gehériger Wurzelbildung bei 16 bis 17° Tem- 
peratur aufbewahrt. Die Versorgung mit Progynon geschah durch Aus- 
wechseln des Wassers in den Glasern zum Wochenende. 


Um die Frage zu entscheiden, ob das Hormon unter den Versuchs- 
bedingungen haltbar war, haben wir Glaser mit Progynonlésungen 
ohne Zwiebeln unter den gleichen Bedingungen eine Woche lang auf- 
bewahrt und den Hormongehalt durch die Allen-Doisysche Testreaktion 
bestimmt. Diese Versuche ergaben, daB ein Verlust an Progynon 


' Vortrage, gehalten im Fortbildungskursus der Zahnirzte am 26. Ja- 
nuar 1931, vor der Berliner Medizinischen Gesellschaft am 11. Marz 1931 
und in Wiirzburg am 24. bis 26. April 1931 vor den Siidwestdeutschen Hoch- 
schullehrern der Chemie. 
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etwa durch die Einwirkung der Atmospharilien oder anderer Einfliisse 
nicht eintritt. 


Zur Priifung auf den Hormongehalt wurde der Inhalt von fiinf 
Kontrollglisern, die insgesamt 1000 Einheiten enthielten, auf 200 cem 
konzentriert und von dieser Lésung je 1 ccm, verteilt auf fiinf Portionen 
zu 0,2cem, innerhalb von zwei Tagen fiinf Ratten injiziert. Das 
Ergebnis ist aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 


Protokoll A 822. 





Ratte 


9 Std 16 Ste std 16 Std 


255b 
2564 
256b 
257 a 


257b 


Um nunmehr auch die Resorption des Hormons in den wiisserigen 
Lésungen mit Hyazinthenzwiebeln zu bestimmen, haben wir in analoger 
Weise die am Wochenende entfernte Lésung auf ihren Progynongehalt 
untersucht. ; 


Die Lésungen wurden aber ohne vorherige Konzentration verwendet 
und auf ihren Ausgangswert und den halben Wert gepriift 


Protokoll A 822. 





Gespritzt wurden Ratte 
9 Std 16 Std 9 Std 16 Std 


5.1,7cem — 5 M.-E. 22a + 


5.3.4 ecm 10 M.-E. 24b 





Es zeigt sich, daB der urspriingliche Wert der Lésung, der sich auf 
1 M.-E. in 1,7 cem berechnet, nicht mehr enthalten ist, sondern, dal 
erst bei der Injektion des doppelten Quantums eine schwach positive 
Reaktion auftritt. Die Lésung enthalt also nur noch weniger als di 
Halfte der urspriinglichen Hormonmenge. 


1 + 
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In derselben Weise haben wir auch die Resorption des Progynons 
aus Ansiitzen mit 200 M.-E. pro Glas gepriift. Auch hier zeigte es sich, 
daB stets iiber die Halfte des Hormons verbraucht war. 


Die Versuche an Hyazinthen nahmen folgenden Verlauf: 


Nachdem sich die Hyazinthenzwiebeln gehérig bewurzelt hatten 
und der SproB ausgetrieben war, zeigte sich der erste Unterschied 
gegen die Kontrollen etwa am 6. Januar 1931, also nach 6 Wochen. 
Von da an setzte die Entwicklung der behandelten Pflanzen kraftig 
ein und zwar am deutlichsten bei den mit 200 M.-E. pro Woche be- 
handelten, so daB die Knospe am 10. Januar aus der Zwiebel durch- 
zubrechen begann. Sowie der Durchtritt dann aus den Blattspitzen 
erfolgt war, wurde die betreffende Pflanze in einen Tagesraum ans 
Licht gebracht. 

Abb. 1 gibt den Stand des Versuchs am 13. Januar 1931 wieder. Wir 
sehen bei den behandelten Pflanzen den deutlichen Durchtritt des Bliiten- 
standes und die beginnende Offnung einzelner Bliiten, wahrend die Kon- 
trollen noch geschlossen sind. 

Abb. 2 zeigt den Stand des Versuchs am 16. Januar 1931. Die Ent- 
wicklung ist innerhalb der 3 Tage betréchtlich fortgeschritten. Bis auf 
die Endbliiten sind saémtliche Knospen der Versuchsoflanzern bereits auf 
gebrochen, wahrend die Kontrollen noch keinen wesentlichen Fortschritt 
zeigten. 

Abb. 3 und 4 zeigen den Stand des Versuchs am 19. und 21. Januar 
1931. In der unteren Reihe stehen wieder die Kontirollen, von denen eine 
soeben auszutreiben beginnt. In der oberen Reihe der behandelten Pflanzen 
ist eine dazugekommen, die allw6chentlich 300 M.-E. Progynon erhalten 
hat. Sie hat in ihrer Entwicklung die Kontrollpflanze rechts im Bilde 
bereits tiberfliigelt. 

Die Entwicklung der behandelten Pflanzen hat zur vollen Bliit« 
gefiihrt. Bei den Kontrollen haben sich die bisher geschlossenen Blatt- 
schafte nunmehr etwas entfaltet. 

Die mit 100 M.-E. behandelten Pflanzen zeigten keinen deutlichen 
Unterschied gegeniiber den Kontrollen, wahrend die mit 300 M.-F 
behandelten eine Schaidigung in der gesamten Entwicklung zeigten. 
welche offenbar, wie Kontrollversuche bewiesen, mit den lipoiden 
Begleitstoffen zusammenhingen. 

Um die Frage zu entscheiden, ob den Begleitstoffen des Hormons 
ein wesentlicher Anteil am Zustandekommen der oben geschilderten 
Wirkung zukommt, haben wir den EinfluB der Hormone selbst in che- 
misch reiner Form gepriift. Wir verwendeten zu diesen Versuchen 
kristallinisches Oestrin; welches nach den Vorschriften von Marrian 


und Butenandt leichter zu gewinnen ist als kristallinisches Progynon. 


Die oestrogene Wirkung des Oestrins beruht nach den neuesten Fest- 
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stellungen von Butenandt auf seinem Gehalt an Progynon, mit welchem 
es Mischkristalle zu bilden vermag!. 
Am 20. Januar wurden fiinf Hyazinthenknollen im Sinne des Haupt 


versuchs mit je 300 M.-E. Oestrin pro Woche behandelt. und zwar entspricht 
dies 0,02 g der kristallisierten Substanz. 





Abb. 5a. Abb. 5b. 


Versuch mit progynonhaltigem kristallinischen Oestrin. 


Wie aus den Abb. 5a und 5b zu ersehen ist, zeigte sich bei Verwendung 
von. kristallisiertem Follikelhormon ebenfalls eine die Entwicklung der 
Bliite f6rdernde Wirkung. Wir gedenken diese Versuche aber im kommenden 
Winter zu wiederholen und speziell durch solche mit reinem kristallisierten 
Progynon zu ergénzen. 

War durch den positiven Ausfall des Versuchs mit kristallisiertem 
Follikelhormon wahrscheinlich gemacht, daB die Wirkung des unserer- 
seits verwendeten technischen Progynons auf seinem Gehalt an Hor- 
monen und nicht auf den mitgefiihrten Begleitlipoiden beruhte, so 
haben wir mit lipoiden Substanzen, welche den Hormonen sehr nahe- 
stehen, besondere Versuche gemacht. 


Beispielsweise erhielten zehn Hyazinthen auf Glasern zu ihrem 
Wasser den Zusatz von je 50 mg progynonfreien Lipoiden pro Glas. 


' Ve¢l. Butenandt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1931. 
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Diese Lipoide waren mit denen identisch, wie sie in den Progynon- 
ampullen vorhanden sind. 


Die so behandelten Pflanzen zecigten ausnabmslos eine starke 
Schadigung der Wurzeln und des Austriebes, waihrend sich die Kon- 
trollen normal entwickelten. Diese unsererseits beobachteten Schadi- 
gungen stehen in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen anderer 
Autoren, wie z. B. Dellepiane' und Giuseppe Occhipinti?, welche mit 
Lipoidextrakten aus endokrinen Driisen, wie Ovarien, Corpus luteum, 
Nebenniere, Hypophyse und = Schilddriise keinerlei Férderung des 
Wachstums weder der Blatter noch der Bitten, aber schwere Schadi- 
gungen in der Entwicklung beobachten konnten. Um in diesem Punkte 
ganz sicher zu gehen, werden wir den EinfluB8 anderer Lipoide, be- 
sonders in extrem kleinen Mengen, im Sinne des Arndt-Schulzschen 
Reizgesetzes nachpriifen. 


Il. Versuche mit Kiichenzwiebeln. 


(Allium cepa.) 


Als weitere Vertreter der Klasse der Zwiebelgewachse haben wir 
noch die gewohnliche Kuchenzwiebel (Alliem cepa) zu unseren Versuchen 


herangezogen. 


Am I1. Februar 1930 wurden je fiinf Zwiebeln, wie im Hyazinthen 
versuch angegeben, mit 100, 200 und 300 M.-F. technischem Progynon 
pro Woche behandelt. Fiinf Pflanzen blieben zur Kontrolle. Bereits nach 
wenigen Tagen begann der Austrieb der Wurzeln. Vom 21. Februar ab, 
nachdem sich bei allen Zwiebeln die Wurzeln entwickelt hatten, und bereits 
Blatter angetrieben waren, erhielten samtliche Versuchspflanzen allwéchent- 
lich ihre Progynongabe. Es zeigte sich auch an diesen Versuchen, dab die 
Dosis von 100 Einh. pro Woche zu schwach, die von 300 etwas zu stark 
war, wahrend der optimale Effekt sich bei den mit 200 Einh. pro Woche 
behandelten Pflanzen ergab. Am 9. April zeigten sich. bei den Versuchs- 
pflanzen die ersten Knospen, und zwar bei zwei Pflanzen mit je 200 M.-F. 
und einer Pflanze mit 300 M.-E. Progynon. Die Kontrollen fingen aus 
Nahrstoffmangel bereits zu welken an, zeigten jedenfalls keine Spur von 
Bliitentrieb, waihrend die Versuchspflanzen noch einen vollwertigen Turgor 
hatten. 


Den Stand der Entwicklung am 12. und 25. April 1930 zeigen die 
Abb. 6 und 7. Die beiden bliitentreibenden Pflanzen auf den AuSenseiten 
sind mit 200 M.-E. Progynon behandelt, wiéhrend eine Pflanze auf det 
linken Seite 300 M.-F. erhalten hat. Die nichtbliihenden Kontrollen be 
finden sich in der Mitte. 


' Bull. Soe. ital. Biol. sper. 5, 243, 1930. 
2 Influenza di estratti endocrini su alcuni vegetali, Rivista Sanitari 
Siciliana 1929, S. 1559. 
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In den nachsten Tagen nach dem 25. April starben die Kontrollen 


ab, wahrend sich die Versuchspflanzen noch weiter entwickelten. Bis 





Abb. 6. 


Versuche an Zwiebeln mit technischem Progynon 





Abb. 7 


Versuche an Zwiebeln mit technischem Progynor 


zum 11. Juni zeigten sich noch bei zwei weiteren mit je 200 M.-E. behan- 
delten Zwiebeln und bei einer, die 300 M.-E. erhalten hatte, Knospen. 
Da diese aber im Hoéhepunkt der Entwicklung abzusterben drohten, 
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erhielten sie an Stelle des Wassers eine Nahrlésung. wodureh es gelang. 
wenigstens eine der Knospen zur Bliite zu bringen. 






a 


Abb. 8 Zwiebelbliite 


III. Versuche an Mais. 


Als nachste Frage haben wir nun experimentell zu entscheiden 
versucht, ob sich der oben geschilderte Effekt auch bei solchen Pflanzen 
zeigen lassen wiirde, welche ihren Naihrstoffbedarf nicht in einer Knolle 
mit sich fiihren, sondern darauf angewiesen sind, ihn nach Aufbrauch 
der geringen Reservestoffe im Samen durch die Wurzeln aufzunehmen 
Wir wahlten als Beispiel den Mais. 

Am 13. Juni 1930 wurde der Mais in reinem Sande ausvesat und Zum 
Keimen gebracht. Am 23. Juni hatten sich die Keimlinge soweit ent 
wickelt, daB wir 20 Stiick auf Nahrlésungen setzen konnten. Wir wahlten 
hierzu die von J. Stocklasa' angegebene Zusammenstellung. Je fiinf Pflanzen 
erhielten wieder allwéchentlich eine Gabe von je 100. 200 und 300 M.-E 
technisches Progynon, wahrend fiinf Stiick in ihren Nahrlésungen als Kon 
trollen blieben. Wir haben die Entwicklung der Pflanzen samt den Kon 
trollen iiber 4 Monate verfolgt: sie nahmen wahrend dieser Zeit einen durch 
aus normalen Verlauf. Wurzeln, Stengel und Blatter waren gleichmabsg 
entwickelt. doch erreichten die mit 300 M.-F. behandelten Pflanzen nu 
eine geringe GroBe und stellten gegen Ende des dritten Monats ihr Wachstum 
ein. Sie zeigten eine éhniiche Schadigung, voraussichtlich durch Lipoide. 
wie sie ausfiihrlich bei den Hyazinthenversuchen geschildert wurde. 


Sehr bemerkenswert war wiederum der Effekt der 200 M.-E. des 
technischen Progynons auf die Gesamtentwicklung der Pflanzen 
Sie behielten ihren kraftigen Turgor und entwickelten gegen Mitte 
September sowohl miannliche als auch weibliche Bliiten, teils in jedet 
Pflanze eine, teils sogar zwei weibliche Bliiten an einer Pflanze 


! Diese Zeitschr. 21S, 382, 1930. 








lO W. Schoeller u. H. Goebel: 





Abb. 9 Abb. 10 
Kontrollen Behandelt 
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Abb. 11. Abb. 12 
Versuchspflanzen und Kontrollen Mannliche und weibliche Bliiten 


zusammen der behandelten Pflanzen 
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Wirkung des Follikelhormons auf Pflanzen. 1] 


Die Kontrollen lieBen schon an Vitalitat nach. Keine der Kontroll 
pflanzen zeigte die Bildung von Knospen. 

Abb. 9 zeigt die Entwicklung der Kontrollpflanzen am 23. September 
1930, Abb. 10 die Entwicklung der mit 200 M.-E. Progynon behandelten 
Exemplare. 

Abb. 11 zeigt dieselben Pflanzen am 27. September 1930. Es ist 
deutlich zu erkennen, daB die behandelten Pflanzen sich nicht nur kraftiger 
entwickelt haben, sondern auch schon bliihen. Abb. 12 zeigt bei den be 
handelten Pflanzen die Entwicklung einer weiblichen Bliite links und die 
Entwicklung einer mannlichen Bliite rechts. 

Besonders bemerkenswert an diesem Versuch ist, dai das Blihen 
der behandelten Pflanzen eintrat, ohne dab sie die natiirliche Grobe 
erreicht hatten. Sowohl die mannlichen als auch die weiblichen Bliiten 
waren aber geschlechtsreif und hatten Pollen bzw. Samen erzeugt. 

Wir beabsichtigen, auch diese Versuche, sowohl mit  reinem 
Progynon als auch mit anderen Keimdriisenhormonen, vornehmlich 
mit mainnlichem und Corpus luteum Hormon an demselben und anderem 
Material zu wiederholen. 

Sollte die weitere experimentelle Verfolgung der hier vorlaufig 
mitgeteilten Resultate zu dem Ergebnis fiihren, da tatsaichlich nur 
die Keimdriisenhormone die Trager der hier beschriebenen Wirkung 
sind, so wiirde sie. im Hinblick auf die Ausscheidung dieser Hormone 
durch Harn und Kot unserer Nutztiere die alte praktische Erfahrung 
des Landmanns erklaren, daf der Stalldiinger gegeniiber unseren 
Kunstdiingern eine Uberlegenheit zeigt, solange jedenfalls, bis man 


gelernt hat, diesen heute noch bestehenden Mangel auszugleichen. 


QJuantitative Bestimmung einiger fliichtiger Stoffe im Blut. 


Von 


N. W. Lazarew, A. J. Brussilowskaja und J. N. Lawrow. 


(Aus dem Toxikologischen Laboratorium des Instituts fiir Gewerbehygiene 


und Sicherheitstechnik in Leningrad. 


(Eingegangen am 18. Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der Laboratoriumspraxis kénnen sehr oft zur quantitativen 
Bestimmung von giftigen Stoffen im Blute unspezifische Reaktionen 
angewendet werden, wenn genau bekannt ist, welches Gift in den Or- 
ganismus eingefiihrt wurde und andererseits festgestellt ist, dal die 
‘gewohnlichen Bestandteile des Blutes unter den gegebenen Bedingungen 
nicht die Bestimmung stéren. Unsere Arbeit berichtet iiber eine Methode 
zur Bestimmung einiger fliichtiger organischer Gifte im Blute, die auf 
der von Matwejew, Pronin und Frost vorgeschlagenen Methode der 
dynamischen Bestimmung des Benzins in der Luft beruht. 

Das Prinzip der Methode besteht in der Verbrennung des mit Luft 
vermischten Benzins im elektrischen Ofen am Platindraht und in der 
nachfelgenden automatischen, konduktometrischen Titrierung des 
bei der Verbrennung entstehenden CO, in dem modifizierten White- 
schen Apparat. Diese Methode zeichnet sich durch ihre grobe Emp- 
findlichkeit und geniigende Genauigkeit aus. 

Aus dem Prinzip der Methode folgt, daB sie nicht nur fiir Benzin, 
sondern auch fiir andere organische Stoffe brauchbar ist: fiir Stoffe, 
die 1. im Molekiil keine anderen Elemente aufBer C, H, O enthalten 
und infolgedessen bei ihrer Verbrennung nur CO, und H,O bilden; 


2. in den gewéhnlichen Absorbenzien fiir CO, nicht in merklicher 


Menge zuriickgehalten werden: 3. geniigend lange in den entnommenen 
Blutproben unverandert bleiben: 4. rasch und vollstandig aus dem 
Blut vermittelst Durchblasens von Luft entfernt werden kénnen. 


Um diese Stoffe aus dem Blute auszuscheiden und in den Apparat 
fiir ihre Verbrennung und fiir die Titrierung der entstehenden Kohlen- 


siure zu tiberfiihren, wird die Blutprobe in ein besonderes kleines Gef&éB 
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mit angeschliffenen Hahnen gebracht (s. Abb. 1). wo durch dieselbe ein 
Luftstrom geleitet wird. (Im oberen Teil des GefaBes befindet sich Glas- 
wolle, weil das Blut, insbesondere Ochsenblut. sehr stark schiaiumt. ) 


Zunachst wird dieses GefiB mit 1 bis 2cem Na-Oxalat- oder 
Na-Citratlésung beschickt und genau gewogen. Sodann werden die 
Hahne gedffnet und in das mittlere Rohr des GefabBes die Blutprobe 
gebracht (z. B. aus einer Kaniile oder Spritze). Die Hahne werden 


rasch wieder geschlossen und das GefiB von neuem gewogen. Die 








Differenz ergibt das Gewicht des zur Analyse verwendeten Blutes; 
1 bis 2g Blut geniigen zum Versuch. Wenn die Konzentration des 
betreffenden Stoffes im Blute einen bedeutenden Grad erreicht, ist 
schon 0,5 bis 1 g Blut hinreichend. Das mit Blut gefiillte GefaB wird 
sodann einerseits mit dem Apparat von Matwejew, andererseits mit 
den Flaschen verbunden, aus welchen die Luft zum Durchblasen in 
das GefaiB geleitet wird (siehe Abb. 1). Wahrend die Luft, welche 
den sich aus dem Blute verfliichtigenden Stoff enthalt, dessen Quan- 
titat bestimmt werden soll, den Apparat passiert (wobei diese Luft 
vorher von dem aus dem Blute mitausgetriebenen CO, in einer 
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Rohre mit Natronkalk befreit wird), verbrennt dieser Stoff im elektri- 
schen Ofen (a auf Abb. 1) vollstandig und bildet CO, (und Wasser). 
In dem speziellen Teil des Apparats (6) saugen mit konstanter Ge- 
schwindigkeit von oben herabfallende Tropfen einer Na OH-Lésung 
(bei unseren Versuchen haben wir NaOQH-Lésungen von 0,002. bis 
0,006 n verwendet) die Verbrennungsgase in die Spirale (c) ein, 


Das durchschnittliche Tropfenvolumen wird vorher empirisch bestimmt. 
Beim HerabflieBen der Tropfen in die Spirale wird die Kohlensi&éure, die 
sich in der Luft zwischen den Tropfen betindet, restlos von dem Alkali 
gebunden. Die Tropfen gelangen sodann in das WiderstandsgefaB (¢), 
welches von einem konstanten Strom von gewOhnlich | bis 1,3 Milliamp. 
durchflossen wird. Da die elektrische Leitfahigkeit der Sodal6ésung beinahe 
halb so groB ist als die elektrische Leitfahigkeit der aquivalenten NaOuH- 
Lésung. muB die Stromstarke bei Anwesenheit von Kohlensaéure in der 
durchgeleiteten Luft abnehmen, was sich am Milliamperemeter  ab- 
lesen laBt. 

Die Bestimmung selbst besteht also darin, daf nach bestimmten, 
konstanten Zwischenraumen, z. B. nach 30 Sekunden oder nach je | Minute, 
die Angaben des Milliamperemeter-Zeigers verzeichnet werden. Die zur 
Berechnung der Benzinkonzentration, welche der Veranderung der Strom- 
stirke um | Milliamp. entspricht, von Matwejew, Pronin und Frost in 
ihrer oben angefiihrten Arbeit entwickelte Formel hat folgende Gestalt: 


(.a.n.1000 
1 mye Liter. 


b. 084.40 

7 ist hier die Zahl der Gramm Benzin (Marke ,,Galoscha’*, mit einem 
Kohlenstoffgehalt von 84,43°,), welche einem Grammaquivalent von CO, 
entsprechen, @ das Volumen des Alkalitropfens, b das Volumen der von 
den Tropfen abgeschnittenen Luft, die Konzentration der absorbierenden 
(alkalischen) Lésung in Gramméaquivalenten, A die Stromstarke in Milli- 
ampere, die in der der angewendeten NaOQH-Losung aquivalenten Soda- 
lé6sung erreicht wird. Was den Faktor 0,84 betrifft. so wird er aus dem 
Verhaltnis zwischen der elektrischen Leitfahigkeit der Natronlauge und 
der elektrischen Leitfahigkeit der aquivalenten Na,CO,-Lésung berechnet, 
ANaOQuH 


welches bei 18° C fiir Lésungen, die 0,001 n nahe sind, 1.84 ( —= ; 
2 Na,CO, 


1.84) 
betragt. 


Der allgemeine Ausdruck dieser Formel in ihrer Anwendung fiir andere 
Stoffe, welche auch vermittelst dieser Methode bestimmt werden kOnnen, 
hat folgende Cestalt : 

6.M.a.N 
r _b.ORK mg/ Liter. 
Hier bezeichnet J das Molekulargewicht des Stoffes, C die Zahl der 
Kohlenstoffgramme in einem Grammolekiil des Stoffes, N die Zahl der 
Tausendstel der normalen Lésung. 

Wenn wir nun mit ¢ die Zahl der verzeichneten Angaben des Milli- 
amperemeters wahrend der Bestimmung bezeichnen (wobei diese Angaben 
in bestimmten, gleichen Zwischenraéumen abgelesen werden), mit W den 


Unterschied zwischen der Starke des Stromes, welcher die reine alkalische 
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Losung passiert, und seiner Starke wahrend der Ablesung der Angaben, 
so wird die durchschnittliche Konzentration des zu bestimmenden Stoffes 
in der den Apparat passierenden Luft 


SW 6.M.a.N 
t C.b.084K 
betragen. Das Volumen der Luft, welche den Apparat passierte, betragt 
aber: 


Jt oB. 


Liter, 
LOOO 


wobei / die Zahl der Tropfen, welche zwischen zwei Ablesungen herab- 
gefallen waren, bedeutet. Der absolute Gehalt des Stoffes in der unter- 
suchten Blutprobe endlich betragt : 
2W.6.M.a.N.f 
C084 A. 1000 
Aut diese Weise erhalt die Konzentration des Stoffes in Milligramm auf 
1000 ¢ Blut folgenden Ausdruck: 
2W.6.M.a.N.f 
('.0,84 K. q 
Hier bedeutet g das Gewicht des Blutes in (sramm. 

Wenn bei allen Bestimmungen die gleiche Normall6sung angewendet 
wird, ergibt sich fiir den betreffenden Apparet bei konstanter Strom- 
spannung fir jeden zur Bestimmung ‘herangezogenen Stoff der Ausdruck: 

6.M.a.N 

C.084 Kh 
dann betrégt die Konzentration des betreffenden Stoffes in Miiligramm pro 
1000 g¢ Blut: 


Const k, 


2W.f.K 
q , 
Soll die Konzentration des Stoffes im Blute, wie es gew6hnlich bei bio- 
chemischen Arbeiten tblich ist, in Milligrammprozent ausgedriickt werden, 
so erhalt die Formel folgende Crestalt : 
LW. K 


Konzentration in mg-" » 
qg.d.10 


(hier bedeutet d das spezifische Gewicht des Blutes). 


Die Methode wurde fiir Benzol, Athylither und Aceton nach- 
gepriift. Zu diesem Zwecke wurde im Blute (oder in Wasser) eine be- 
stimmte Menge eines dieser Stoffe aufgelést und dann aus diesem Blute 
vermittelst eines Siphons (um Verluste infolge von Verdunstung zu 
verhiiten) Proben entnommen, in denen auf die oben dargestellte 
Weise der Giftgehalt bestimmt wurde. Der Vergleich zwischen den 
berechneten und den in den Versuchen gefundenen Daten beweist, 
daB die Ergebnisse der Bestimmungen sehr befriedigend ausfallen, 
und daBb unter den oben beschriebenen Bedingungen die zu den Be- 


stimmungen herangezogenen fliichtigen Stoffe tatsachlich mehr oder 
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Tabelle I. 





An welchem Tage Konzentration 

Ljeones nach Anfertigung home pro L000 g : nte 

Stoft atanal der Losung dic Erhalten schied 
Probe enthommen 
wurde erechnet gefunder 

senzol Blut am 2. Tage 152.5 156.4 102.6 + 2.6 
P 2. 173.4 180.4 104,2 + 42 
2. 173.4 177.7 192.5 2,5 
3. 241.9 239.6 98.9 — 1,1 
3. 241.9 229.2 95.1 4.9 
4. 272,3 248.3 915 8.5 

4, 272,3 261.3 96.0 —4 
4. 277,7 258,7 93,2 6.8 
- ih -~ ofi,i 252.6 913 8,7 
Athylather z. 185.6 185.2 995 0,2 
2. 185.6 184,4 99,3 0,7 
~ — 20,9 212.4 100.7 + 0,7 
. Fe ae ~ 200.9 190.1 94.5 5.5 
Aceton Wasser an demselben Tage 201.4 197.2 97.9 2,1 
. # a 201.4 193.7 96.1 39 
am 2. Tage 242.4 238.1 98,2 1.2 
“ Pe 242.4 239.3 98,7 1,3 
Blut a “ 106.9 98.6 92.5 74 
si _ an demselben Tage 324 313.4 96.7 3.3 
” . am 2. Tage 358.6 363 101.7 + 1,7 
‘i 3. 358.6 356.4 99.4 0.6 
a 164.1 165.3 102.5 + 2.5 
i 3. 164.1 158.7 95.5 4.5 


minder vollstandig von der durchgeblasenen Luft fortgerissen werden 
(siehe die Tabelle). 

Aus den in der Tabelle angefiihrten Daten ist unter anderem 
zu ersehen, daB die Aufbewahrung der mit Aceton und Athylather 
angefertigten Blutproben bei Zimmertemperatur im Laufe von mehreren 
Tagen keinen merklichen EinfluB auf die Ergebnisse der Bestimmungen 
ausiibt. Bei Aufbewahrung der Proben mit Benzol sind die Zahlen- 
angaben etwas herabgesetzt, im Vergleich zum ersten Tage, was viel- 
leicht auf die Oxydierung eines Teiles des Benzols  zuriickgefihrt 
werden kann. 

Bei der Bestimmung von Stoffen, deren Dampfe sich durch ver- 
haltnismaBig niedrige Lésungskoeffizienten im Wasser (und auch 
im Blute) kennzeichnen, wird die Bestimmung bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt (z. B. bei Bestimmung von Benzol oder Athylather im Blute). 
Ist die Léslichkeit der Dampfe bedeutend, dann dauert das _,,Aus- 
blasen** des Giftes aus dem Blute sehr lange, und die Bestimmungen 
fallen weniger genau aus. Deshalb wird z. B. bei Aceton das GefaB 
mit der Blutprobe in ein Wasserbad von 60 bis 70° gebracht. AuBer 
den in der Tabelle angefiihrten Stoffen haben wir auch Versuche mit 
Benzin und Amylacetat angestellt. Mit Benzin aber ist die Nach- 
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pritung der Methode sehr schwierig, weil das Benzin im Blute sehr 
schwach léslich und es deshalb schwer festzustellen ist, ob der betreffende 
Stoff sich auch vollstandig im Blute gelést hat. Und doch ist die Methode 
vollkommen zur Bestimmung des Benzins im Blut anwendbar, weil 
die Léslichkeit seiner Dampfe (bzw. sein Verteilungskoeffizient zwischen 
Blut und Luft) sehr gering ist und die chemische Widerstandsfahigkeit 
der Kohlenwasserstoffe der Methanreihe und der Cycloparaffine die- 
selben vor jeder Reaktion mit Natronkalk schiitzt (die Vollstandigkeit 
der Verbrennung ist durch die Versuche von Matwejew, Pronin und 
Frost erwiesen). 

Die Versuche mit Amylacetat sind negativ ausgefallen, weil ein be- 
deutender Teil desselben durch den Natronkalk zuriickgehalten wird. 
Ebenso untauglich ist diese Methode wahrscheinlich auch bei Alkoholen, 
die mit Natronkalk Alkoholate bilden. 

Jedenfalls kann jetzt schon behauptet werden, daB die oben be- 
schriebene Methode der Bestimmung von fliichtigen Giften im Blut 
fiir eine ziemlich groBe Gruppe organischer Gifte anwendbar ist: fiir 
Kohlenwasserstoffe, Ather, Ketone. Es ist leicht méglich, daB diese 
Methode sich auch in der Klinik zur quantitativen Bestimmung des 


0  w@ 30 00 MnO 
Abb. 2. 


Acetons brauchbar erweisen kénnte. Die Anwendung dieser Methode 
kann wahrscheinlich tiberhaupt einen viel gréBeren Spielraum er- 
langen (z. B. zur quantitativen Bestimmung von CO). Die Empfind- 
lichkeit der Methode ist sehr groB, denn sie erlaubt absolute Quanti- 
taten Gift festzustellen, welche 0,1 und selbst 0,01 mg (in der be- 
treffenden Blutprobe) ausmachen. 

Diese Methode wird jetzt in unserem Laboratorium in sehr weitem 
MaBe beim Studium der Prozesse der Resorption von Kohlenwasser- 
stoffen angewendet, die auf verschiedenen Wegen in den Organismus 
eingefiihrt werden, beim Studium der Vorginge des Eindringens or- 
ganischer Gifte durch die Haut usw. Die Ergebnisse sind dabei sehr 
befriedigend, wie die in Abb. 2 gezeichnete Kurve zeigt, welche die 
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Veranderungen der Konzentration von Benzol im arteriellen Blute 
des Kaninchens veranschaulicht, anfangs beim Einatmen der Dampfe 
dieses Giftes (Konzentration 50 mg pro Liter Luft in der Kammer), 
spiter beim Einatmen von frischer Luft, wahrend der Ausscheidung 
des Giftes. 

Zusammenfassung. 

Die von Matwejew, Pronin und Frost ausgearbeitete Methode 
der Bestimmung des Benzins in der Luft, die auf der Verbrennung 
dieses Stoffes im elektrischen Ofen mit nachfolgender automati:cher, 
konduktometrischer Titrierung des entstandenen CQO, beruht, ist auch 
zur quantitativen Bestimmung einiger fliichtiger organischer Stoffe 
(Kohlenwasserstoffe, Athylather, Aceton) im Blute anwendbar. 


Literatur. 


Matwejew, Pronin u. Frost, Journ. f. angew. Chem. 3, Nr. 8, 1931 
(russisch). — White, Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 1929. 
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Der Grundstoffwechsel 
von Vitamin-E-frei ernihrten Ratten und die Erginzung des 
E-Vitamin-Mangels durch Hypophysenvorderlappenhormon. 


(Inkretion und Avitaminose, XV. Mitteilung) ' 
Von 
F. Verzar, A. y. Arvay und E. y. Kokas. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Basel und dem 
Ungarischen Biologischen Forschungsinstitut in Tihany.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir haben gezeigt, daB Vitamin E so wirkt wie das Sexualhormon 


des Hypophysenvorderlappens. Es wurden einesteils \Wirkungen auf 
den Oestrus (1) sowie Genitalhypertrophie beim infantilen Weibchen (2), 
anderenteils auffallende Wirkungen auf das Haarkleid von mannlichen 
Ratten (3) (4) gefunden. Es gelang, die letztere Erscheinung des 
Vitamin-E-Mangels durch Hypophysenvorderlappenhormon rickgingig 


machen. In Fortsetzung dieser Versuche iiber den Wirkungs- 


mechanismus von Vitamin E haben wir weitere mannliche Ratten 
auf einer vitamin-F-freien Nahrung gehalten und untersucht, wie sich 
ihr Grundstoffwechsel dabei verhalt und wie sich dieser und das Haar- 
kleid der Tiere unter dem EinfluB von Hypophysenvorderlappen- 
hormon andert. Parallel mit diesen Tieren wurden gleich alte Tiere 
normal gefiittert und auch deren Gaswechsel untersucht und ferner 
auch Gaswechselversuche an kastrierten Mannchen gemacht. 


Methodik. 


Samtliche Tiere hatten zu Beginn der Versuche ein Alter von 4 bis 


5 Wochen und ein K6érpergewicht von 50 bis 60g. Sie stammen alle aus 
derselben Zucht und wurden sonst unter ganz gleichen Bedingungen ge- 
halten. Die Gewichtskurven der hier erwaéhnten Tiere sind in Abb. 1 ver- 
einfacht wiedergegeben. 


1 Die Untersuchungen sind zum wesentlichen Teile mittels einer Unter- 


stiitzung der Széchenyi Stiftung durchgefiihrt, der wir unseren besten Dank 
aussprechen. 


Q* 








20 F. Verzar, A. v. Arvay u. E. v. Kokas: 


Die Bestimmung des Gaswechsels geschah, als die Tiere bereits mehr 
als 8 Monate entsprechend gefiittert waren, nach der Methode von Atwater- 
Benedict, bei 28°C und nach 16 Stunden Hunger, wie wir es wiederholt 
beschrieben haben (6). Von jedem Tiere sind drei bis vier Bestimmungen 
gemacht worden. Die Nahrung dieser Tiere war dieselbe wie in unseren 
friiheren Versuchen (5) (Diaét von Evans mit FeCl, behandelt). 7 Monate 
nach Anfang der Fiitterung wurde die Haut der Tiere auch mikroskopisch 
untersucht. Die fachgemaéiBe Beschreibung des Haarkleides und die mikro- 
skopische Untersuchung verdanken wir Herrn Prof. Dr. E. Neuber 
(Debreezen), dem wir auch an dieser Stelle unseren herzlichsten Dank 
aussprechen. 

Versuche. 
Versuchsreihe 1 und 2. 


Zuerst bestimmten wir den Grundstoffwechsel von ohne E-Vitamin 
ernihrten Tieren parallel mit dem von normal ernihrten Mannchen. 
In jeder Gruppe befanden sich je drei Tiere. Ihre Kérpergewichte sind 
in der Abb. 1 wiedergegeben. Die Versuche begannen am |. September 
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Abb. 1. Gewichtskurven. 


Versuchsreihe I: Normal ernahrte ¢ Nr. 401, 404, 409. 

. Il: Ohne E-Vitamin ernihrte ¢ Nr. 413, 414, 415. 
2 _: -«% a . # . 370, 371, 372 
. v3 ” * * ¢ , 419, 420, 421. 


+ histologische Untersuchung. G = Gaswechselbestimmung. A Beginn der Behandlung mit E 
(Versuch IV) bzw. Hy. V. L. Hormon (Versuch V). 


1930. Wie aus den folgenden Protokollen hervorgeht, sind auch in diesen 
Versuchen, ebenso wie in unseren friiheren, typische Anderungen im 
Haarkleid der vitamin-E-frei ernahrten Mannchen entstanden. Die 
Tiere zeigten zwar bereits nach 3 Monaten deutliche Anderung des 
Haarkleides, wir warteten jedoch bis 7 Monate nach der Fiitterung 

















Inkretion und Avitaminose. XV. 21 


und untersuchten dann bei einem Tiere von jeder Gruppe auch histo- 
logisch die Haut. 

Die erste Versuchsreihe an drei normalen ‘ieren zeigte am 28. Marz 
1931 das Folgende: 

Makroskopisch ist das Haar glinzend, elastisch und legt sich nach 
dem Zuriickstreichen gleich wieder zuriick. Das ganze Haarkleid ist in 
jeder Beziehung normal. 

Mikroskopischer Befund: normales Bild, zahlreiche Follikel, welche 
hauptsachlich in den tieferen Schichten liegen. Die Follikel sind weit und 





gut entwickelt, wenig SchweiBdriisen. 

In Tabelle I ist der Grundumsatz dieser drei normal ernadhrten 
Mannchen wiedergegeben. Sie zeigen cinen Mittelwert von rund 40 g O, 
pro 24 Stunden und | kg Koérpergewicht. 

In der Versuchsreihe I] sind drei Mannchen untersucht, die wahrend 
der gleichen Zeit ohne Vitamin E gefiittert wurden. Am 28. Mirz 1931 
wurde der folgende makroskopische Befund gemacht : 

Das Haar ist seidig-wolliger, die Elastizitat der Haare ist so stark ver- 
mindert, daB sie nach Zuriickstreichen in eine ihrer Lage entgegengesetzten 
Richtung verhaltnismaBig langsam an ihren normalen Ort zuriickkehren. Die 
einzelnen Haare sind verschieden lang, stehen unordentlich, auch ihre Farbe 
ist verschieden. 

Mikroskopischer \Befund: Der vorigen Gruppe gegentiber sind die 
Follikelmiindungen viel enger. Der Follikel selbst ist zart gebaut. Follikel 
sind zwar in groBer Zahl vorhanden, nur liegen sie im Vergleich zu den 
vorigen Praéparaten in viel héheren Schichten der Cutis. 


Tabelle I. 
Versuchsreihe Il. 
Normale Diat. 





O.-Verbrauch 





Tier Versuch Gewicht pro 24 Std. u. Lkg Mittelwert 
Datum Kirpergewicht 
Nr. Nr. g g g 

| 1 18. V. 245 40,72 

409 2 21. V. 937 39,50 | 40.26 
3 29. V. 226 40,57 
4 18. V. 264 38,13 ae 

404 | 5 YY. 253 37.45 j tt 
| 6 18. V. 242 42.61 | 

401 7 21. V. 937 40,37 41,73 
| 4 29. V. 933 42.92 | 


Mittelwert von den 3 Tieren: 39,93 ¢ 


Die Tiere dieser Versuchsreihe ergeben (siehe Tabelle II) einen 
auffallend niedrigen Grundumsatz, bei etwa gleichem Kérpergewicht, 
namlich rund 33 g O,. Also nahezu 20°, weniger als bei den normalen 


Tieren. 
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Tabelle Il. 
Versuchsreihe 2. 


E-vitaminfreie Diat. 





O2-Verbrauch 


Tier Versuch D: Gewicht pro 24 Std. u. l kg Mittelwert 
atam Kirpergewicht 
Nr. Nr. g g g 


9 19. V 291 34,37 | 
10 22. \ OSI 31.10 ie 
” 11 27. V. 264 3238 | ee 
12 30. V. 247 3222 
| 13 19. V 268 34,18 | 
» | 14 22. V. 264 33.65 ear 
415 15 29. V. 257 33.92 | 33,68 
16 30. V. 253 32.97 
; 17 19. V. 270 33,26 Biol 
413 18 23. V. 255 31.00 { 32,13 


Mittelwert von den 3 Tieren: 32,77 g 


Versuchsrethe 3. 


AuBer den besprochenen drei normalen Tieren sind noch weitere 
sieben normal und auBer den erwaihnten drei vitamin-E-frei ernahrten 
noch zwolf vitamin-E-frei ernahrt worden. Bei allen 15 sind die charak- 
teristischen Anderungen des Haarkleides gegeniiber den zehn normal 
ernahrten Tieren — in Bestétigung unserer friiheren Versuche — 
wiedergefunden worden. 


Hervorgehoben sei jedoch noch besonders das Folgende: das 
Haarkleid der E-frei ernihrten Tiere zeigt weitgehende Ahnlichkeit 
mit.dem von kastrierten Minnchen. Tatsachlich entwickelt sich ja 
nach 6 bis 8 Monaten, wie Evans und Burr (1) beschrieben haben, 
bei den E-frei ernahrten Mannchen eine Azoospermie. Schon viel 
friiher, etwa im dritten Monat sind die Anderungen des Haarkleides 
bereits auffallend. Es scheint also, daB nicht nur die Spermatogenese, 
sondern auch die Inkretion der Testis gelitten hat und dadurch der 
sekundare Geschlechtscharakter des mannlichen Felles verloren geht. 


Zum Vergleich haben wir deshalb Respirationsversuche an drei 
kastrierten Mannchen gemacht, die etwa 2 Monate vor den Respirations- 
versuchen kastriert wurden, ehe die vollstandige Geschlechtsreife 
erreicht war. Diese Versuche sind von Herrn cand. med. Szedke aus- 
gefiihrt. Der Grundstoffwechsel ist (siehe Tabelle III) rund 36 g Q,, also 
wesentlich niedriger als der von normalen mannlichen Tieren. Der 


Grundstoffwechsel der E-frei ernahrten Tiere ist also ebenso gesunken 
wie der von kastrierten Tieren. 
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Tabelle 111. 


Versuchsreihe 3. Grundumsatz kastrierter mannlicher Tiere. 





O.-Verbrauch 


Tier Versuch Gewicht pro 24Std. u.lkg  Mittelwert 
Datum Kirpergewicht 
Nr Nr. g rg £ 
27 a ¢ 36.45 
| 28 11. X. | | 36.18 | 
603* 29 15. X. \ 158.7 36.83 36,36 
| 30 24. X. | | 36.09 | 
31 27. X. 36.29 
32 30. IX. 35,29 
| 33 9. X. | | 36,50 | 
604* 34 16. X. 2114 ? 35.86 35,93 
| 35 .. | | 35,98 | 
36 ie a 36.04 
37 29. 1X. 37,18 
a 38 S. X: "29 | 35,50 on a4 
60D 3g 14. X. 173.2 36.38 36,33 
49 29. X. | | 36,27 | 


Mittelwert von den 3 Tieren: 36,20 ¢ 


* Kastriert am 20. VIII. 1930 


Versuchsreihe 4. 

Bei allen Ernahrungsversuchen mit synthetisch zusammen- 
gestellter Nahrung setzen wir uns dem Einwand aus, daB nicht nur der 
mangelnde Faktor, sondern die auch sonst verschiedene Zusammen- 
setzung der Nahrung die Ursache fiir die beobachtete Erscheinung sei. 
Diesem Einwand kann man nur so begegnen, wenn man zu der syntheti- 
schen Diat das fehlende Vitamin in méglichst reiner Form hinzusetzt 
und dadurch seinen Mangel erginzt. Deshalb haben wir in der nachsten 
Versuchsreihe bei drei Tieren die E-freie synthetische Nahrung mit 
einem Vitamin-E-Praparat erganzt und nun untersucht, ob sich trotz- 
dem die Anderung im Haarkleid zeigt. Dieses Priparat ist ein Ather- 
extrakt aus Weizenkeimlingen, aus welchem das Sitosterin entfernt 
ist. Wir stellten es uns selbst aus Weizenkeimlingen nach der Vorschrift 
von Evans und Burr her. Es ist derselbe Extrakt, den wir in unseren 
friheren Untersuchungen (2) verwandten und damit bei infantilen 
Weibchen Oestrus und Uterushypertrophie verursachten. 

Vier Tiere wurden vom 30. September 1930 an ohne Vitamin E 
ernahrt. Vom 12. Januar 1931 an, nachdem sie also tiber 3 Monate 
E-frei gehalten waren, erhielten sie wéchentlich zweimal je 1 ccm 
Vitamin-E-Extrakt per os mit Magensonde, und vom 11. Februar bis 
7. April 1931 taglich 1 ccm ebenso. 

Der makroskopische Hautbefund am 28. Marz 1931  lautete 
folgendermaBen: 
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Die Elastizitat der Haare ist geringer als bei normalen Tieren, aber 
nicht so stark vermindert wie bei der zweiten Gruppe. Das Haarkleid ist 
wolliger als bei der ersten Gruppe, und seine Farbe liegt naher der der 
normal ernaéhrten Tiere. 

Mikroskopischer Befund: Sehr diinne, gracile und verhaéltnismaBig 
wenige Follikel mit sehr feinen Haaren. Sie sitzen durchwegs in den oberen 
Cutisschichten, nirgends in den tieferen. Auch die Talgdriisen sind schwach 
entwickelt. 

Das Haarkleid ist zwar nicht ganz normal, stand jedoch diesem 
weit naher als dem der ganz E-frei ernahrten Tiere. Eine Fortsetzung 
dieser Versuche war wegen Mangel an Vitamin-E-Extrakt leider nicht 
mehr méglich. Das Resultat zeigt aber, daB der Einwand, da die 
Anderungen nicht durch den E-Mangel bedingt seien, unberechtigt 
ist, und daB es gelingt, mit E-Vitamin enthaltenden Extrakten den 
Mangel unserer Nahrung zu ersetzen. 

Versuchsreihe 5. 

In der fiinften Versuchsreihe, zu der drei mannliche Ratten gehéren, 
erhielten die Tiere wieder dasselbe E-Vitamin freie Futter, und zwar 
vom 15. Juli 1930 an. Nach 2 Monaten wurde dann Hypophysen- 
vorderlappenhormon injiziert. Von diesem hatten uns friihere Versuche 
iiberzeugt, daB es die Haarainderungen infolge des E-Mangels riick- 
gangig macht. 

Vom 15. September 1930 an erhielten diese Tiere jeden zweiten Tag 
0,5cem und vom 23. September 1930 an wéchentlich zweimal 0,5 ccm 
Prapitan. Am 20. Oktober 1930 wurde bereits bemerkt, daB das bis dahin 
seidig-wollige Haar der Tiere, wie es bei vitamin-E-frei ernahrten Tieren 
vorhanden ist, auszufallen beginnt und die Haare gréber sind als bei 
den ohne Vitamin E gehaltenen Tieren. Vom 10. November 1931 an 
bekamen die Tiere 0,5 ccm, vom 10. Januar 1931 an jeden zweiten Tag 
leem, vom 11. Februar 1931 an taglich 1 cem Prapitan. Nur vom 
7. bis 14. April setzten wir mit den Injektionen aus. Vom 24. April an 
erhielten sie anstatt Prapitan taglich 1 cem Antepitan (Parke und Davis) 

Am 28. Marz 1931 lautete der makroskopische Hautbefund: Die 
Qualitét des Haarkleides entspricht vollstandig dem der normalen Gruppe. 

Mikroskopischer Befund: Das Bild ist dem normalen Haarkleid gleich, 
nur sind die Follikel noch weiter. Die Talgdriisen sind schmachtiger. In 
den erweiterten Follikeln sitzen viel dickere Haare als bei den normalen 
Tieren. 

Das Resultat war also, daB das Haarkleid durchaus dem normalen 
ahnlich wurde, ja sogar vielleicht eine gewisse Uberkompensation 
eintrat. Wir kénnen also den friiher nur an einem Tiere gemachten 
Befund bestatigen, daB das Hypophysenvorderlappenhormon die durch 
Fehlen von E-Vitamin verursachten Anderungen im mannlichen Haar- 
kleid riickgangig machen kann. 
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Der Grundumsatz dieser Tiere ist in Tabelle 1V wiedergegeben 
Sie sind zu einer Zeit untersucht, als ihr Haarkleid wieder das normale 
Aussehen angenommen hatte. 
Tabe lle EV. 
Versuchsreihe 4. 


Vitamin-E-freie Diat + Hypophysenvorderlappenpraparat. 





O,-Verbrauch 


lier Versuch Gewicht pro 24 Std. Lkg Mittelwert 
Datum Korpergewicht 
Nr Nr. 4 £ 4 
| 19 19. V. 293 38,41 
420 20 aa. ¥. 284 39,17 38.69 
im 97. V. 278 38°50 
C { 22 19. V. 228 40,72 | an 
9 i) 2 2. V. 212 42.01 j 41,56 
24 19. V. 264 42.31 
421 25 22.\ 256 42.54 42.28 
| 96 97. V. 250 42.00 


Mittelwert von den 3 Tieren: 40,78 g 


Es zeigt sich, daB der Gaswechsel dieselbe Héhe hat wie derjenige 
der normalen Tiere, namlich im Mittel 40 g Q,. 

Ebenso wie durch Injektion von Hypophysenverderlappenkormon 
das Haarkleid wieder normal wurde, so ist auch der bei E-freier 
Ernahrung gesunkene Gaswechsel wieder auf die normale Hohe ge- 
stiegen. Es trat also eine Kompen:ation des E-Mangels auch beziiglich 
des Grundstoffwechsels ein. 

Diskussion. 

Alle hier erwaihnten Gaswechselversuche sind in der General- 
tabelle zusammengefaBt und zeigen deutlich das Sinken des Grundstoff- 
wechsels bei E-Mangel und bei Kastration gegeniiber dem von normal 
ernahrten Tieren sowie die Restitution durch das Hypophysenvorder- 


lappenpraparat. 
Generaltabelle. 





Tabelle } Mittelwerte 
I Normale Mannchen (3 Tiere, 8 Versuche). . . | 39,93 g 0,/24Std./kg 

II E-vitaminfrei ernahrte Maunchen (3 Tiere, 
10 Versuche). ..... ee ae | 32,77 g ‘ 

Il Kastrierte Mannchen (3 Tiere, 14 Versuche). 36,20 g 

IV E-vitaminfrei ernahbrte Mannchen mit Hypo- 
physenvorderlappen-Praparat behandelt 
(3 Tiere, 8 Versuche). ...... ... | 40,78 ¢ " 


Diese Abnahme des Grundstoffwechsels erklart sich durechaus 
mit denselben Gesichtspunkten wie die Anderungen des Haarkleides 
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der Ratten. Ein Vergleich des Haarkleides der ohne Vitamin E er- 
nahrten Tiere mit dem von normalen Ratten hat wieder ergeben, daB 
sich charakteristische Anderungen zeigen. Wahrend das Haarkleid 
von normalen Rattenmannchen nach 10 Monaten, wenn die Tiere 
geschlechtsreif sind, die bekannte, struppige, ,,drahthaarige“ Struktur 
hat, ist das Haarkleid der ohne Vitamin E gefiitterten Tiere als seidig 
(oder als wollig) zu bezeichnen und unterscheidet sich ganz auffallend 
von dem der normalen Tiere. Die Unterschiede sind bei den schon vor 
der Geschlechtsreife E-frei ernihrten Tieren im dritten Monat der 
Ernahrung deutlich und blieben wahrend einer zehnmonatlichen 
Fiitterung immer charakteristisch. Mittels Hinzusetzen eines E-Vitamin- 
extrakts zur synthetischen Nahrung gelang es zwar nicht vollstandig, 
immerhin aber doch weitgehend das Haarkleid dem normalen ahnlicher 
zu machen, was auch die histologische Untersuchung zeigte. Auch 
die friiher gemachten Befunde iiber die Vertretung von E-Vitamin 
durch Hypophysenvorderlappenhormon beziiglich des Haarkleides mann- 
licher Tiere kénnen vollkommen bestatigt werden. Der Mangel von 
Vitamin E in der Nahrung fiihrt zu einem solchen Haarkleid, wie es 
kastrierte mannliche Ratten haben, und man wird deshalb mit Recht 
dies als eine Ausfallserscheinung der Inkretion der Testis betrachten. 
In einem spateren Stadium entsteht ja bekanntlich bei diesen Tieren 
auch Azoospermie. 

Ebenso wie der Grundstoffwechsel von kastrierten Mannchen 
sinkt, so vermindert sich auch wie aus unseren Versuchen hervor- 
geht — jener der E-vitaminfrei ernahrten Mannchen. 

Eine Behandlung mit Hypophysenvorderlappenhormon regt nun 
die Testis, wie es scheint, wieder an, und dadurch kommt es zu einer 
Kompensation dieser Ausfallserscheinungen. Das Haarkleid wird 
wieder normal, und der Grundstoffwechsel steigt wieder auf seinen 
Normalwert; die Tiere haben also diese mannlichen sekundiren Ge- 
schlechtscharaktere wieder zuriickgewonnen. 

Hervorzuheben ist, da das Hypophysenvorderlappenpraparat 
sonst bei Rattenminnchen eine Senkung des Grundstoffwechsels 
verursacht, was auch aus einer Arbeit von Arvay aus unserem In- 
stitut hervorgeht (6). Das gilt aber nur fiir normale Tiere. Bei diesen 
E-frei ernahrten Tieren wird dadurch eine Anregung der verminderten 
Testisinkretion bedingt, und es tritt dann diese in den Vordergrund. 
Die stoffwechselsenkende Wirkung des Hypophysenvorderlappen- 
hormons wird hier ebenso verdeckt, wie sie bei der weiblichen Ratte 
fehlt und umgekehrt durch die Steigerung der Ovarialfunktion in 
eine Erhéhung tibergeht. 

Die Bestimmung des Grundstoffwechsels hat also gezeigt, daB 
das Hormon des Hypophysenvorderlappens das fehlende E-Vitamin 
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auch in dieser Beziehung vertreten kann. Wir kommen also zur Be- 
statigung der friiher geduBerten Auffassung, daB zur Bildung des 
Hypophysenvorderlappenhormons die Gegenwart von E-Vitamin in 
der Nahrung nétig ist. 

Zusammenfassung. 


1. Beim Vergleich von 10 normalen und 15 ebenso alten E-vitamin- 
frei ernahrten mannlichen Ratten wird bestatigt, daB durch die E-freie 
Fiutterung das Haarkleid sich andert. Es wird seidig (wollig) und da- 
mit dem Haarkleid von kastrierten Mannchen ahnlich. Die Erscheinung 
erklart sich aus dem Mangel der Inkretion der Testis, die ihrerseits 
wieder durch den Mangel an Hypophysenvorderlappenhormon ver- 
ursacht ist. 

2. Drei Tieren wurde bei E-freier Ernihrung gleichzeitig ein 
E-Vitamin-Praparat gegeben und damit eine Kompensation des Mangels, 
ein nahezu normales Haarkleid, erreicht. 

3. Bei drei weiteren Tieren wurde, wahrend sie E-frei ernahrt 
wurden, Hypophysenvorderlappenhormon wihrend mehreren Monaten 
injiziert. Das Haarkleid dieser Tiere wurde ganz normal. 

4. Im Gaswechselversuch wird der Grundumsatz dieser Tiere be- 
stimmt. Es zeigt sich, daf der Grundumsatz der E-frei ernahrten Tiere 
um etwa 18°, niedriger ist als, der der normal ernahrten Mannchen. 
Ebenso ist auch der Gaswechsel von kastrierten Mannchen niedriger. 
Es besteht also sowohl beziiglich des Haarkleides als: auch beziiglich 
des Grundumsatzes eine Parallele zwischen vitamin-E-frei ernahrten 
und kastrierten Tieren. 

5. Durch Injektion von Hypophysenvorderlappen wurde bei den 
ohne E-Vitamin ernahrten Tieren der Gaswechsel wieder auf die normale 
Hohe gehoben. 

6. Damit ist ein weiterer Beweis dafiir erbracht, daB die normale 
Bildung von Hypophysenvorderlappenhormon nur bei Gegenwart von 
Vitamin E in der Nahrung méglich ist. Ein Mangel an Vitamin E 
bedingt Verminderung der Inkretion des Hypophysenvorderlappens, 
wodurch die verschiedenen Erscheinungen des Vitamin-E-Mangels 
entstehen. 

Literatur. 
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Magyar Orvosi Archivum 6, 1931. 3) Szarka, Pfliigers Arch. 223, 1929. 

4) Verzar, ebendaselbst 227, 511, 1931. 5) Verzar u. Kokas, ebendaselbst 
227. 500, 1931. — 6) Arvay, diese Zeitschr. 287, 199, 1931. 





Die Stoffwechselsteigerung durch Ovarialhormon. 


Von 
F. Verzar und A. y. Arvay. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Basel.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 


In einer vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, daB das Ovarial- 
hormon (Follikulin-Menformon) eine deutliche Stoffwechselwirkung 
hat (1). Diese geht parallel mit der Wirkung auf den Oestrus. Ebenso 
wie der Stoffwechsel eines normalen Rattenweibchens am héchsten im 
Prooestrus und Oestrus ist (2), so steigt durch Einwirkung von Folli- 
kulin-Menformon der Stoffwechsel gleichzeitig mit dem Auftreten 
von einem Daueroestrus. Es wurde auch gezeigt, daB diese Stoff- 
wechselwirkung auch am kastrierten Tiere zu erzielen ist, bei dem 
ebenfalls durch Ovarialhormon Oestrus ausgelést wird. 

Nun ergibt sich die Frage, auf welche Weise das Ovarialhormon 
diese Stoffwechselsteigerung bewirkt. Dabei liegt der Gedanke nahe, 
daB die Wirkung iiber die Schilddriise geht. Es scheint nicht unwahr 
scheinlich, daB das Ovarialhormon die Schilddriise reizt und das Schild- 
driisenhormon dabei ausgeschiittet wird und auf diese Weise die Stoff- 
wechselsteigerung eintritt. Es war deshalb zu untersuchen, ob das 
Ovarialhormon die stoffwechselsteigernde Wirkung auch an mannlichen 
Tieren hat und ferner, ob die Wirkung bei weiblichen Tieren aufhért, 
wenn die Schilddriise vorher entfernt worden ist. 


Methodik. 


Zu den Versuchen sind weiBe Ratten benutzt worden. die normale 
gemischte Nahrung erhielten. Die Gaswechselversuche sind mit der 
Methode von Atwater- Benedict gemacht, wie in der vorangehenden Arbeit (1) 
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beschrieben ist, an welche sich in methodischer Beziehung die vorliegende 
eng anschlieBt. Der Sauerstoffverbrauch ist in den Tabellen in Gramm Oy, 
pro 24 Stunden und pro Kilogramm Korpergewicht berechnet. Das Koérper- 
gewicht ist in Gramm ausgedriickt. Die angewendeten Praparate waren 
Menformon ,,Degewop (Handelsware), Menformon ,,rein*“*, das wir in 
dankenswerter Weise von Herrn Prof. Laqueur erhielten und Theelin 
,Parke, Davis‘, das uns fiir Versuchszwecke von der Fabrik tiberlassen 
wurde und als reine Substanz betrachtet werden kann. Bei allen 
Weibchen wurden taglich Vaginalabstriche gemacht. Wir bezeichnen 
diese in gewohnter Weise. Nur dann, wenn der Abstrich nicht einem 
typischen Normalfall entsprach, wird der mikroskopische Befund z. B. 
als ,,Schollen + Epithelzellen*’ bezeichnet. 


Versuche. 
Erste Versuchsrethe. 


In der ersten Versuchsreihe sind drei Reihen von Gaswechsel- 
versuchen mitgeteilt, in welchen die Steigerung des Grundstoffwechsels 
bei normalen weiblichen ‘Tieren demonstriert wird. Hierzu wurden 
drei verschiedene ‘liere benutzt. In allen Fallen wird durch Injektion 
von verschiedenen Ovarialhormonpraparaten wahrend mehreren Tagen 
schlieBlich ein Daueroestrus ausgelést, wihrend dessen die Werte 
des Gaswechsels héher sind als bei irgendeiner Beobachtung vorher. 
Die vor der Injektion beobachteten Werte zeigen dieselben Schwan- 
kungen, die wir bei weiblichen Ratten friiher schon  beschrieben 
haben und die zeigen, daB im Prooestrus oder Oestrus der Grundstoff- 
wechsel am héchsten, im Dioestrus dagegen am niedrigsten ist. Der 
Grundstoffwechsel wird durch das Ovarialhormon § schlieBlich um 
10 bis 20°, tiber die Normalwerte erhéht. Diese Versuchsreihe ist 
einesteils eine Bestaétigung unserer vorigen Befunde und _ scheint 
andererseits besonders deshalb der Mitteilung wert, weil sie mit reinsten 
Priparaten (also nicht Handelsware wie in den vorigen Versuchen) 
ausgefiihrt wurde und ferner auch als Vergleich fiir die folgenden 
Versuchsreihen dienen kann, bei welchen dieselben Priparate benutzt 
wurden. 


Zweite Versuchsreihe. 


In der nachsten Versuchsreihe ist die Wirkung derselben drei 
verschiedenen Ovarialhormonpraparate an vier mannlichen normalen 
Ratten untersucht. Bei jedem Tiere wurden fiinf bis sechs Grund- 
stoffwechselbestimmungen gemacht, ehe es die Injektion erhielt. 
Dann wurde wahrend 15 Tagen taglich 40 Einheiten Ovarialhormon 
subkutan injiziert, dieselbe Menge, die bei weiblichen Tieren die er- 
wahnten starken Wirkungen hatte. Wahrend der Behandlung wurde 
der Stoffwechsel dreimal bestimmt. Es zeigt sich iibereinstimmend, 
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da das Ovarialhormon gar keine Wirkung auf den Grundstoffwechsel 
des mannlichen Tieres hat, wie besonders auch die Mittelwerte deutlich 
zeigen. 


Dritte Versuchsrethe. 


Das Ovarialhormon wirkt bekanntlich auch an kastrierten weib- 
lichen Tieren. Es ruft bei diesen Oestrus hervor und erhéht den Grund- 
umsatz. Wie aus der dritten Versuchsreihe an vier Tieren hervorgeht, 
ist es aber bei kastrierten Mainnchen ebenso unwirksam wie bei normalen. 
Der Grundumsatz wird gar nicht erhéht. Schon hieraus scheint zu 
folgen, daB die Stoffwechselsteigerung durch Ovarialhormon nicht 
iiber die Schilddriise geht, denn ware das der Fall, so wiirde wahr- 
scheinlich die Schilddriise der Mannchen nicht anders reagieren als die 
der Weibchen. 

Vierte Versuchsrethe. 

Um zu sehen, ob die stoffwechselsteigernde Wirkung bei Weibchen 
iiber die Schilddriise geht, wurde nun bei drei normalen Weibchen 
in Athernarkose die Schilddriise entfernt. Mit den Gaswechselversuchen 
wurde erst dann begonnen, wenn die nach der Thyreodektomie stets 
eintretende Stoffwechselsenkung bereits konstante Werte erreicht 
hatte. Nach Totalexstirpation der Schilddriise tritt bei weiblichen 
\‘Ratten‘keine Stérung im Oestruszyklus auf. Ihr Grundstoffwechsel 
zeigt ebenfalls Schwankungen, die parallel mit dem Oestruszyklus 
gehen. Auch bei diesen Tieren ist, wie aus den Gaswechselversuchen an 
drei verschiedenen Individuen hervorgeht, der Grundstoffwechsel am 
héchsten im Oestrus und am niedrigsten im Dioestrus. 

Nun wurden auch diese Tiere wihrend 2 Wochen mit demselben 
Ovarialhormonpraparat behandelt. Die Versuche gehen durchaus 
parallel mit denen der ersten Versuchsreihe. Sie ergeben ebenso wie 
jene eine starke Steigerung des Grundstoffwechsels um etwa 10 bis 20°,. 
Daraus geht also hervor, daB die Schilddriise weder bei den normalen 
Schwankungen des Gaswechsels weiblicher Tiere, noch bei den durch 
Ovarialhormon bedingten Stoffwechselsteigerungen eine Rolle spielt. 


Fiinfte Versuchsrethe. 


Nachdem wir auf Grund der bisherigen Versuche zu dem Resultat 
gekommen waren, daB das Ovarialhormon seine stoffwechselsteigernde 
Wirkung nicht iiber die Schilddriise entfalten kann, ergab sich die 
Frage, wodurch es dann auf den Stoffwechsel wirkt. Von einer direkten 
Stoffwechselwirkung kann nicht die Rede sein, denn weder an nor- 
malen, noch an kastrierten Mannchen ist eine Wirkung zu sehen. 
Wir dachten daran, daB diese Stoffwechselsteigerung der Ausdruck 
der Hypertrophie des Uterus sei, die durch das Ovarialhormon bewirkt 
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wird. Wir haben, um diese Frage zu untersuchen, drei Tiere kastriert 
und auch den Uterus mit der Vagina vollstandig entfernt und 3 Wochen 
spater den Grundstoffwechsel bestimmt. Bei kastrierten Weibchen ist 
der Grundstoffwechsel ebenso konstant wie bei Mannchen, so da sich 
Mittelwerte, ebenso wie bei diesen, berechnen lassen. Wenn man nun 
diesen Tieren Ovarialhormon injiziert, so andert sich der Grundstoff- 
wechsel absolut nicht. Die Gaswechselversuche, die wahrend den 
Injektionen gemacht wurden, zeigen, dafB der Gaswechsel vollstandig 
konstant bleibt. Schon in der vorigen Arbeit wurde gezeigt, daB das 
Ovarialhormon auch bei kastrierten Weibchen den Grundstoffwechsel 
erhoht, ebenso wie es ja auch einen Oestrus auslést. Bei diesen Tieren 
aber, die nicht nur kastriert, sondern bei denen auch samtliche Genital- 
organe entfernt worden sind, konnte natiirlich kein Oestrus erscheinen, 
und es zeigte sich auch keine Stoffwechselsteigerung. Diese Versuche 
beweisen also, daB die durch das Ovarialhormon bewirkte bedeutende 
Steigerung des Gaswechsels von der Hypertrophie der Genitalorgane 
stammt. 


Diskussion. 


Die vorliegenden fiinf Versuchsreihen mit insgesamt 122 Gas- 
wechselversuchen an normalen Weibchen, normalen Mannchen, 
kastrierten Mannchen, scgilddriisenlosen ‘Weibchen und Weibchen mit 
Exstirpation der Genitalien haben zu einem vollstandig iiberein- 
stimmenden Resultat gefiihrt. Es zeigte sich, daB nach Exstirpation 
der Schilddriise die durch Ovarialhormon bewirkte ‘Steigerung des 
Stoffwechsels weiter bestehen bleibt. Die Wirkung kann also nicht 
iiber die Schilddriise gehen. Damit steht in Ubereinstimmung, dab 
auch bei normalen und kastrierten mannlichen Tieren keine Stoffwechsel- 
steigerung durch Ovarialhormon hervorgerufen wird, womit auch 
bewiesen ist, daB das Ovarialhormon keine direkte Stoffwechselwirkung, 
wie etwa das Schilddriisenhormon, hat. Die weitere Analyse hat dann 
gezeigt, daB die Wirkung iiber den Uterus geht und nach Entfernung 
von Uterus und Vagina die Stoffwechselsteigerung vollstandig fehlt. 


Es ist zweierlei méglich. Man kénnte daran denken, daB der 
hypertrophierende Uterus eine Substanz produziert, welche den 
Stoffwechsel der Gewebe des ganzen Kérpers anregt. Wahrscheinlicher 
als eine solche Annahme und am nichsten liegend ist jedoch, daB die 
Steigerung des Grundstoffwechsels einfach der Ausdruck fiir den ver- 
mehrten Stoffwechsel der Genitalorgane beim Oestrus und der machtigen 
Hypertrophie ist. Die Stoffwechselsteigerung in unseren Versuchen 
betragt 10 bis 20°, d. h. pro Kilogramm Kérpergewicht 5 bis 10g O, 
Nachdem unsere Tiere einen Grundstoffwechsel von etwa 50g O, 
des Kérper- 


haben und das Gewicht der Genitalorgane etwa 0,2°,, 
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gewichts ausmacht!, so wiirde dem normalen ruhenden Uterus ein 
Gaswechsel von 0,1 g O, pro 24 Stunden und Kilogramm Kdérper- 
gewicht entsprechen. Da die Steigerung 5 bis 10g betragt, so heiBt 
das, dal} der Stoffwechsel des hypertrophierenden Uterus 50- bis 100fach 
erhoht ist. Auch der normale Oestrus erhéht den Grundstoffwechsel 
[Szarka (2)] bis zu 25%. 

Damit haben wir einen Einblick in die GréSe der Organarbeit 
des Uterus, speziell beim Oestrus, gewonnen. Es stehen zwei verschiedene 
Methoden zur Verfiigung, um die GroBe des Stoffwechsels eines Organs im 
K6érper zu bestimmen, einesteils die Bestimmung des Blutgaswechsels, 
die besonders in einem Organ, wie es der Uterus ist, mit komplizierten 
anatomischen Durchblutungsverhaltnissen, kaum durchfiihrbar ist. 
Zweitens die Exstirpationsmethode, mit welcher Tangl die Nieren- 
arbeit, Verzar (3) (4) die Leber- und Milzarbeit bestimmt hat. Hier 
zeigt uns der Ausfall der Steigerung durch das Ovarialhormon nach der 
Exstirpation die GréB®e der Organarbeit in einem speziellen Fall, bei 
der Hypertrophie des Uterus an, und deshalb haben diese Versuche nicht 
nur zu einer Analyse der Stoffwechselwirkung des Ovarialhormons 
gefiihrt, sondern uns gleichzeitig auch ein Bild tber die GréBe der 
Energieproduktion bei der Hypertrophie des Uterus gegeben. 

Besonders hervorgehoben sei aueh noch, daB durch die Versuche be- 
wiesen ist, daB auch die normale zyklische Anderung des Gaswechsels 
parallel mit dem Oestrus, nicht tiber die Schilddriixe geht, sondern 
auch bei schilddriisenlosen Tieren vorhanden ist und demnach ebenfalls 
der Ausdruck des im Oestrus vermehrten Uterusstoffwechsels ist. 


Zusammenfassung, 


1. Mit zwei verschiedenen reinen, zusatzfreien Ovarialhormon- 
praparaten Menformon und Theelin wird bestatigt, daB eine 10 bis 20°, 
betragende Steigerung des Grundstoffwechsels bei weitlichen Ratten 
eintritt. 

2. Diese bleibt, ebenso wie die Wirkung auf den Oestrus, auch nach 
Exstirpation der Schilddriise bestehen. 

3. Andererseits hat Ovarialhormon keine Wirkung auf den Grund- 
stoffwechsel von normalen sowie kastrierten Mannchen: es steigert 
diesen nicht. 





1 In drei Fallen wurde gefunden: 
Nr. Gewicht des Tieres Gewicht des Uterus OJ) des Kirpergewichts 
g g 
1 109 0,238 0,26 
2 154 0,187 0,12 


3 245 0,359 0,14 
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4. Nach Exstirpation der Ovarien bleibt die stoffwechselsteigernde 
Wirkung des Ovarialhormons bestehen. Entfernt man aber saémtliche 
Genitalorgane (Uterus, Vagina), so tritt keine Steigerung des Stoff- 
wechsels mehr ein. 

5. Damit ist bewiesen, dab die Stoffwechselsteigerung durch 
Ovarialhormon der Ausdruck fiir die beim Oestrus und bei der Hyper- 
trophie des Uterus geleistete Organarbeit ist. Es laBt sich berechnen, 
daB der Stoffwechsel des Uterus bei dem durch Ovarialhormon be- 
dingten Daueroestrus um 500 bis 1000°, uber den Ruhewert erhéht ist. 

6. Auch die Stoffwechselsteigerung beim normalen Oestrus erklart 
sich aus der erhéhten Organarbeit des Uterus. 


Literatur. 
1) A. v. Arvay, diese Zeitschr. 237, 199, 1931. 2) S. Szarka, Pfliigers 
Arch. 222, 690, 1929. 3) F. Verzar, diese Zeitschr. 34, 52, 1911. 4) Der- 


selbe, ebendaselbst 53, 69, 1914. 


Anhang, (Versuchsprotokolle.) 
Erste Versuchsreihe. 


Die Wirkung von Ovarialhormon bei normalen weiblichen Ratten. 





Ver- 


such Datum Gewient Oy tema Vaginalabstrich 
Nr £ g 
Tier Nr. 585 
1 30. V. 120 60,02 Prooestrus 
2 9, VI. 126 55,00 Dioestrus 
vom 10. VI. taglich 49 M.-Einh. Menformon ,Degewop* 
3 13. VI. 125 61,79 Oestrus 
4 i. ¥a 2 65.96 fe 
5 20. VI. 127 66,87 Schollen + Epithelzellen 
Tier Nr. 586 
6 28. V. 125 57.13 Prooestrus 
7 m Ve. 128 57.04 = 
vom 10. VI. taglich 40 M.-Einh. Theelin .~Parke, Davis* 
s 13. VL. 12 59.45 Oestrus 
9 y Ae 126 64.72 Schollen + Epithelzellen 
10 20. VI. Hf 67.06 Oestrus 
Tier Nr. 587 
11 28. V. 126 55.67 Oestrus 
12 30. V. 122 55,63 Metaoestrus 
13 Va 135 50,00 Divestrus 
vom 19. VI. taglich 40 M.-Einh. Menformon ,rein“ 
14 13. VI. 137 56,48 estrus 
15 17. VI. 134 58.91 
16 20. VI. 141 64,98 
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Zweite Versuchsreihe. 

Die Wirkung von Ovarialhormon bei normalen mannlichen Ratten. 
Ver- Gewicht O.-Verbrauch Ver- Gewicht O,-Verbrauch 
such Datum . such Datum . 

Nr. g ¥g Nr. g g 

Tier Nr. 645 Tier Nr. 646 

17 12. V 165 43,26 34 We 191 46,88 
18 23. \ 165 44.43 ; _| 35 23. V. 195 46,78 ry 
19 26. v. | 174 | 4ai4tMittel:| 36 | 96 v. | 198 | 45,04¢ Mittal: 
20 28. Vv. 181 42.65 39281 37 28. V. | 195 47.70) nae 
21 L. Fa 180 43,16 38 1. VI. 195 44,23 

vom L VI. taglich 40 M.-Einh. vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. 
Menformon ,,Degewop* Menformon , ene Wop” 
22 8. VI 181 44,25) ,,- 39 3. VI. 199 

33 «VL «182 42'82 enc) 40 | 5 VI. | 199 45.10) a 
24 15.VI. 185 | 48,81) 4%°?8) 41 15. vi. 202 = 44.91] 4 

Tier Nr. 647 Tier Nr. 648 
25 8. V. 151 51,63 42 s. ¥. 204 42 28 

26 || 12. V. 152 = 53,64 43 | 12. V. 205 43,87 Mittel 
27 23. V. 162-5 2,85( Mittel:] 44 23. V. 213 41,487 go ye 
98 26. V. 166 52,00(5244g] 45 26. V. 220 41,24) —— 
29 | 28. V. 163 m6 46 1. VI. 212 41,90 
30 1. VI. 161 53,07 

vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. 
Theelin ,Parke, Davis“ Menformon ,,rein“ 

31 8. VI. 163 51,06 a Aa 3. VI 220 41,57 
32 5. VE. 163 | 5067! wie | 48 | 5. VE 209 41 rm yw 
83 15. VI. 160‘ | 587)? 49 | 15.VI. 212 = 42.19] g 

Dritte Versuchsreihe. 

Die Wirkung von ,,Menformon‘S bei kastrierten mannlichen Ratten. 
_ tine Gewicht O»-Verbrauch — — Gewicht O2-Verbrauch 
Nr. g g Nr. 8 g 

Tier Nr. a Tier Nr. 505 
50 || 23. III. 131 38 Mittel: 64 23. III. 137 50,29) Mittel: 
51 | 26.11. 128 50, 64 49.72 65 26.11. 1389 50,83) 5031¢ 
52 | 31.1. | 141 | 49.15) 49/28 vom 3. IV. taglich 100 M.-Einh. 
vom 3. IV. taglich 100 M.-Einh. Menformon 

Menformon 66 7. IV. 146 51,63 
58 | 11. IV. 148 | 509,76 67 || 11. IV. 148 49,78 Mittel- 
54 14. 1V. 149 | 48,88{ Mittel: | 68  14.IV.| 147 51,00) 200): 
55 | 16. IV. 142 | 50,13(50,07¢] 69 16. IV. 145 50,66 mee 

56 «18. IV. 144 | 50,52 70 18. IV. 143 49,02 

Tier Nr. 506 Tier Nr. 507 

57 || 28. TIL. 139 | 48,76 71 || 28. If. 151 46,17 
58 26.11. 139 50,12 7 a 72 26.111. 154 45,56 | Mitte: 
59 81.1. | 143 50,06) 4958) 73 31m. «15747. 00| ene 
vom 8. IV. taglich 100 M.-Kinh. vom 3. IV. taglich 100 M.-Einh. 

Menformon Menformon 

60 iy 149 | 50,85 74 7.IV. | 160 | 46,76 
61 BS. EV. 151 49,43 Mittel: | 75 11. IV. 162 45,89| Mittel: 
62 14. IV. 149 prem 50,12¢] 76 . 14. 1V. 159 pot 46,49 ¢ 

68 || 18. IV. 154 = 50,97 77 +} 16. IV. 153 | 47,08 
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Vierte Versuchsreihe. Die Wirkung von Ovarialhormon bei weiblichen 
Ratten nach Entfernung der Schilddriisen. 
Ver- 2 ‘ 
| aa Datum Gewicht 0,-Verbrauch Vaginalabstrich 
Nr. v g 
Tier Nr. 569. 
5. YY. E:xstirpation der Schilddriisen 
| 78 20. V. 141 45,10 Oestrus 
’ 79 33. VY. 143 41,52 Dioestrus 
¥ 80 , + ie 146 42,21 Metaoestrus 
vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. Theelin .Parke, Davis & Co.‘ 
SI Lv. 135 45,30 Oestrus 
$2 4. VI. 143 48,72 . 
83 9. VI. 156 50,73 Schollen + Epithelzellen + 1—2 Leue. 
: 84 12. VI. 152 52,72 = - x + 1—2 
é Tier Nr. 570. 
a ¥. Exstirpation der Schilddriisen 
85 20. V. 120 43,02 Metavestrus 
86 a. V. 119 42.93 Dioestrus 
: 87 | 27. V. 120 45,64 Oestrus 
8 vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. Menformon .,rein* 
88 1. VI. 117 48,30 Oestrus 
8Y 4. VI. 121 52.63 
90 9. VI. 132 56.37 
91 12. VI. 129 5d, 10 
Tier Nr. 571. 
i: we Exstirpation der Schilddriisen 
8 92 20. V. 128 42.63 Metavestrus 
93 23. V. 127 40,08 Dioestaus 
94 ae. YW. 133 43,30 Oestrus 
— vom 1. VI. taglich 40 M.-Einh. Menformon , Degewop* 
95 ‘VE. 131 43,11 Oestrus 
: 96 é& Vi 133 43.80 Schollen + 1—2 Epithelzellen 
97 9. VI. 140 46,97 Schollen + Epithelzellen 
98 2. VI. 130 46.62 Schollen Epithelzellen, Leuc. Schleim 
L: Finfte Versuchsreihe. Die Wirkung von Ovarialhormonpraéparaten 
“4 bei weiblichen Ratten nach Entfernung der inneren Genitalorgane. 
). 
Ver= Gewicht | O»-Verbrauch Ver- Gewicht Q»-Verbrauch 
such Datum such Datum 
Nr. g g Nr. ry g 
g Tier Nr. 509 Tier Nr. 510 
15. IV. Entfernung der Ovarien, Tuba, Uterus und Vagina 
99 9. V. 213 42.72 115 9. IV. 224 47,72 
100 13. V. 218 40.70\ Mittel: | 116 13. V. 238 4597 Mittel: 
I. 191 19. V. 214 yt 4149¢] 117 19. V. 244 46,44( 46,90 ¢ 
4 102 || 22. V. 214 40.88 118 || 22. V- 239 45.59 
g vom 23. V. taglich 40 M.-Einh. vom 23. V. taglich 40 M.-Kinh. 
h. Menformon ,rein“ Theelin Parke, Davis” 
108 || 29. V. 220 40,96 119 || 27. V 258 46,53 
104 31. ‘Vz 219 39.52\ Mittel: | 120 29. V. 251 46,80 Mittel - 
L: 105 | 2 VI. | 220 | 41,88/ 40,75¢] 121 | 81. V. 246 | 45.87 626 
g 106| 6. VI. | 224 | 41,15 122 2.VI.! 242 46.61] ve 
123 6. VI 248 45.54 
3* 
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Fianfte Versuchsreihe (Fortsetzung). 





Ver- 
such 
Nr 


107 
108 
109 
110 


111 
112 
113 
114 


Datum 


15. IV. 

ae. 

9. V. 
ws ¥. 
19. V 
vom 23. V. 
oe WF 
ae... ¥« 

2. Vi. 

6. VI. 


Gewicht 
O,-Verbrauch 


rea 


Tier Nr. 511 
Kintfernung der Ovarien, Tuba, Uterus 
und Vagina 


252 38,47 
252 37,10 oe 
256 $8,104 Mittel: 38,05 ¢ 
267 38,55 


taglich 40 M.-Einh. Menformon ,,Degewop“ 


267 38,37 
261 38,03 a7 ea 
258 37 &4 Mittel: 37,83 ¢ 
259 37,27 

















Wirkung des Hypophysenvorderlappen-hormons 
auf den 0,-Verbrauch von Meerschweinchen. 


Von 
F. Verzaér und Vera Wahl. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitaét Basel.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung des Hypophysenvorde:lappenhormons auf den Stoff- 
wechsel ist viel besprochen worden. Bei der Ratte hat unlangst Arvay (1) 
in unserem Institut nachgewiesen, dab die Stoffwechselwirkung komplex 
ist. Bei weiblicaen Tieren kommt es zu einer Steigerung der Ovarial- 
funktion und parallel damit auch zu einer Stoffwechselsteigerung. 
Spiter, wenn der Oestrus gehemmt wird, tritt eine Senkung des Stoff- 
wechsels unter das Normale ein. Bei mannlichen Tieren und _ bei 
kastrierten Weibchen wird nur eine Senkung beobachtet. Dieses 
tesultat haben wir so erklairt, daB das H. V. L.-Hormon eine doppelte 
Wirkung hat, eine Steigerung des Stoffwechsels durch den Oestrus 
und ferner eine stoffwechselvermindernde Wirkung. 

Die Stoffwechselsteigerung kommt beim Ovarialhormon, wie von 
Arvay und Verzar (2) nechgewiesen wurde, bei den Ratten dadurch zu- 
stande, daB der Stoffwechsel des Uterus bei der Hypertrophie sehr 
stark gesteigert wird, was sich dann in einer allgemeinen Erhéhung 
des Sauerstoffverbrauchs auBert. Insbesondere die Schilddriise ist bei 
dieser Stoffwechselsteigerung der weiblichen Ratten nicht beteiligt. 

Merkwiirdigerweise verhalten sich Meerschweinchen gegeniiber 
H.V. L.-Hormon ganz anders als Ratten. 

Untersuchungen von Aron (3) haben gezeigt. daB durch Injektion von 
H. V. L.-Hormon bei Meerschweinchen starke histologische Anderungen 
der Thyreoidea zustandekommen, die insbesondere darin sich éubern, 
daB das Kolloid aus den Follikeln entleert wird. Ratten zeigen diese 
Reaktion nicht. Zwischen der Schilddriise von Ratten und Meerschweinchen 
sind bedeutende histologische Differenzen vorhanden. Wahrend bei Ratten 
in den Acini der Schilddriise nur wenig Kolloid vorhanden ist, enthalt die 
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Schilddriise der Meerschweinchen viel. Es scheint mdglich, daB die 
Differenzen im Verhalten gegeniiber H. V. L.-Hormon damit in Zusammen- 
hang stehen. Uber die Wirkung von H. V. L.-Hormon auf den Stoffwechsel 
von Meerschweinchen liegen Versuche von Siebert und Smith (4) vor. Diese 
haben gefunden, daB der Gaswechsel durch Injektion eines Extrakts aus 
H. V. L. bei normalen Tieren innerhalb 10 Tagen um 60°, steigt und spéter 
wieder etwas abnimmt. Der Armoursche H. V. L.-Extrakt hebt ebenfalls 
den Grundstoffwechsel. Auch nach Schilddriisenentfernung wirkt er 
ebenso stoffwechselsteigernd. Ein sauerer Extrakt verursacht dagegen 
bei schilddriisenlosen Tieren eine Senkung des Stoffwechsels. Sie glauben, 
daB in den Armourschen Pillen eine besondere stoffwechselsteigernde 
Substanz vorhanden ist, waéhrend in ihren sauren H. V. L.-Extrakten eine 
Substanz vorhanden sei, die iiber die Schilddriise wirkt und die bei Mangel 
der Schilddriise sogar umgekehrt Stoffwechselsenkung hervorruft. 

Bei diesen widerspruchsvollen Angaben schien es erwiinscht, die 
Stoffwechselwirkung von H.V.L.-Hormon beim Meerschweinchen 
mit einem méglichst reinen Extrakt zu untersuchen und dabei be- 
sonders auch auf die histologische Struktur der Schilddriise zu achten. 


Methodik. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir sowohl ausgewachsene als auch 
junge Meerschweinchen. Ihre Nahrung bestand aus Heu, Hafer, Gerste, 
Runkelriiben und gelben Riiben. Zur Injektion wurde das H. V. L.-Praéparat 
von Hoffmann-La Roche Nr. 1637/36 benutzt. Injiziert wurden immer 
2 cem subeutan. Die Gaswechselversuche wurden mit der Atwater-Benedict- 
schen Methode gemacht. Die Tiere hungerten vor den Versuchen 24 Stunden. 
Der Versuch selbst dauerte 4 bis 6 Stunden und wurde bei der kritischen 
Temperatur von 32°C und im Dunkeln ansgefiihrt. Dabei sitzen die Tiere 
ganz ruhig. 

Versuche. 
Kritische Temperatur der Meerschweinchen. 


_ Da es fiir Bestimmungen des Grundstoffwechsels unbedingt nétig 
ist, die Tiere bei ihrer kritischen Temperatur zu untersuchen und uns 
beziiglich der Meerschweinchen keine entsprechenden Erfahrungen zur 
Verfiigung stehen, so mubte vorerst untersucht werden, wie sich der 
Gaswechsel der Meerschweinchen bei verschiedener Temperatur verhalt. 
Wir kénnen unsere ganze Versuchseinrichtung mit gleichzeitig vier 
verschiedenen Tieren auf verschiedene Temperatur bringen und haben 
so Gaswechselbestimmungen bei 24, 28, 32 und 36°C an zwélf Tieren 
gemacht, von denen jedes durchschnittlich dreimal, manche zwei- oder 
viermal bei einer und derselben Temperatur untersucht wurden. Aus 
diesen iiber 120 Versuchen ging hervor, wie die Tabelle I zeigt, daB 
der Gaswechsel der Meerschweinchen bei 24°C bedeutend héher ist 


‘ 


als bei 28°C; am niedrigsten bei 32° C, 
steigen. Es ist demnach 32°C als kritische Temperatur des Meer- 
schweinchens zu betrachten, und unsere Gaswechselversuche sind dem- 


um dann bei 36° C wieder zu 


' 
i 
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gemaB bei 32° C gemacht worden. Es ist zu bemerken, daB diese kritische 
Temperatur um 4°C hoéher liegt als die der Ratte. Die Kurve in 
Abb. 1 gibt die Mittelwerte des O,-Verbrauches von allen zwdlf 
Tieren an. 





Abb. 1 
Mittelwerte des O,-Verbrauchs 
von Meerschweinchen bei ver- 
schiedener Temperatur. 
(Siehe Tabelle 1.) 





Die Wirkung von Hypophysenvorderlappensubstanz auf Meerschweinchen. 


In Tabelle II sind Versuche an 14 Tieren mitgeteilt, welchen 
H. V. L.-Substanz eingespritzt wurde. Vor der Injektion ist der Grund- 
stoffwechsel dieser Tiere an gewodhnlich drei verschiedenen Tagen 
bestimmt. In der Tabelle sind nur die Mittelwerte dieser untereinander 
gut iibereinstimmenden Bestimmungen fiir jedes Tier angegeben. 


Tabelle 11. 





O»-Verbrauch in g pro 24 Std. und 1 kg Kérpergewicht 


Ver-—‘ Tier- 
er such gewicht Grundstoff- pach der Injektior Steigerung in Anmerkung 
wechsel 

Nr Nr g Mittelwert 20 Std 16 Sta 20 Std 36 std 

$21 517 455.3 26,40 97.81 30.43 5.3 15.3 Ausgewachsen¢ 

322 518 482.2 24,51 25,22 2830 3.9 15,5 : 

323 «519 «38734 29.65 32,48 32.79 96 10.6 

324 520 482.5 23,92 25,26 26,89 5.6 13.4 

325 521 548.2 22.49 27,19 27.96 21,9 21,3 

326 522 523.4 21,18 24.73 24.34 16.7 15.9 
523.4 21,18 26,27 27,63 24.0) 39.6 

327 523 506,7 21.97 32.74 30,80 49.0 40.2 = Siehe Abb. 21 
506.7 21.97 30,05 29 97 36.8 36.4 

328 524 423.5 23,47 34,37 28,47 46.5 21.3 

337 > 525 «179, 38,36 40.27 40.89 5.0 6.6 | Junge Tiere 

338 526 166.0 39,23 39.65 40.31 1.1 38 Siehe Abb. 2a 

339 527 146.7 41,28 38,84 44.54 6,3 8, 

240 528 1492 39,54 41,27 41,43 44 5,2 

343 529 246.6 36.01 39,32 41,26 92 14.6 

344 530 245.5 34,42 36.88 36.75 7.1 6.8 


Nach der Injektion des H. V. L.-Hormons wurde sowohl nach 20 als 
auch nach 36 Stunden je ein vierstiindiger Gaswechselversuch gemacht 
An einzelnen Tieren (Nr. 326, 327) ist derselbe Versuch noch einma! 
wiederholt worden, um zu sehen, wie weit unsere Resultate repro- 
duzierbar sind. Abb. 2 zeigt zwei solche Parallelversuche. 
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In samtlichen Fallen ergab sich eine Steigerung des Stoffwechsels. 
Diese war bereits nach 20 Stunden zu bemerken, aber manchmal 
nach 36 Stunden noch auffallender. Die GréBe der Steigerung des 
Gaswechsels war in den verschiedenen Versuchen sehr verschieden, 
Sie betrug in einem Falle bereits nach 20 Stunden 49°,. Bei aus- 
gewachsenen Tieren mit einem Korpergewicht von 400 bis 500g 
(Nr. 321 bis 328) war die Wirkung sehr ausgesprochen und betrug 
15 bis 49°, (s. Abb.2b). Bei jungen Tieren, deren Kérpergewicht unte1 
250 ¢ lag, war die Steigerung durch den H. V. L.-Extrakt geringer, 
nach 20 bzw. nach 36 Stunden nur 4 bis 14°, (s. Abb. 2a) 


Abb. 2. 


| a Wirkung von Hyp. V.L. auf ‘ 
I¥t ; ; } den O,-Verbrauch eines jungen 


Meerschweinchens (Nr. 337) 
b Wirkung von Hyp. V. L. auf 
den O,-Verbrauch eines aus- 
gewachsenen Meerschweinchens 
(Nr. 327 2). 








Es geht aus diesen Versuchen mit Bestimmtheit hervor, dal 
H. V. L.-Hormon bei Meerschweinchen eine Steigerung des Gaswechsels 
hervorruft. Unter unseren jungen Tieren waren sowohl Weibchen wie 
Mannchen. Die ausgewachsenen Tiere oberhalb 250g waren nur 
Mannchen (Nr. 321 bis 328). 

Es ist besonders hervorzuheben. daB die stoffwechselsteigernde 
Wirkung auch bei den Mannchen vorhanden war. Letzteres steht in 


vollem Gegensatz zu den Befunden von Arvay an Ratten, wo an Mann- 


chen dieser Extrakt nur eine Senkung hervorrief. Es lag nahe, daran zu 
denken, daB die Steigerung durch eine vermehrte Inkretion der Schild- 
driise zustande kommt. Aron hat, wie oben erwahnt, gezeigt, daB eine 
Entleerung von Schilddriisenkolloid eintritt. Es wurde deshalb die 
Schilddriise dieser Tiere nach der Injektion des H. V. L.-Hormons 
histologisch untersucht, und zwar hatte Dr. Demole die groBe Freund- 
lichkeit, diese Untersuchungen fiir uns zu machen, wofiir wir ihm bestens 
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danken. Aus den Praparaten geht hervor, daB nach der Injektion die 
Acini bei den jungen Tieren (Nr. 337 bis 344) ganz entleert sind 
daB eine histologische Grundlage dafiir vorhanden ist, 


gO 
dab die Steige- 
rung des Stoffwechsels bei diesen Tieren durch die Entleerung des 
Kolloids zustande kommt Bei erwachsenen Tieren sind die histo- 
logischen Anderungen, wie schon von Aron beschrieben ist 
charakteristisch. 


wenlger 


Gaswe chae lste wer ung dure h S¢ hilddriise ninwektion. 


Nun lag die Frage offen, ob die in der Schilddriise angehaufte Menge 
von Kolloid geniigt, um eine solche Stoffwechselsteigerung zu bewirken. 
wie wir sie beobachtet haben 


Tabelle ITI 

















Y Kg AOT g 
T \ I 
. su gew Gr t , ek — al 
Nr Ny g M as = a) Sta 5s 
346 531 140.0 32.65 39.69 44.07 21.4 35.2 
43,07 Nach 8 Tag 
350 532 149.0 : 38.64 43.79 93 24.9 
351 533 169,0 38,71 39.6 39.03 ae z 
39,93 ch 8 Tag 
348 534 164.5 38.07 33.45 39.43 ' 
39.03 , 
rm, 4 
. ' 
~ ° Re 
Aa < & a 
rundstof- LOSIa 7 Jog 
wehSe act der Injek 
Um das zu untersuchen, sind wir so vorgegangen. daB wir bei 
vier Meerschweinchen den Grundstoffwechsel bestimmten. dann 
zwei Tieren die frisch aus einem getéteten Meerschweinchen ent- 


nommene ganze Thyreoidea, in 5ccm Ringerlésung aufgeschwemmt 
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intraperitoneal injizierten und zur Kontrolle zwei anderen ebenso 
groBen Meerschweinchen anstatt der Schilddriise ein Stiickchen frisch 
entnommene Muskelsubstanz von Meerschweinchen, ebenfalls in Ringer- 
lésung emulgiert, intraperitoneal einspritzten. 20, sowie 36 Stunden 
spiter wurde an jedem dieser Tiere ein Gaswechselversuch gemacht. 
Wie aus Tabelle II] hervorgeht, trat bei den mit Muskel injizierten 
Tieren keine Steigerung des Stoffwechsels ein, wihrend bei den beiden 
mit Thyreoidea injizierten Tieren nach 36 Stunden eine Steigerung 
von 25 bis 35%, sich zeigte. Abb.3a und b zeigen zwei solche Parallel- 
versuche. In Abb. 3a erhielt das Tier eine ganze Schilddriise, in Abb. 3b 
ebensoviel Muskelsubstanz injiziert. Nur im ersteren Falle entstand 
eine starke Steigerung des O,-Verbrauchs. Die in einer normalen 
Thyreoidea vorhandene Menge Hormon geniigt also, um eine Stoff- 
wechselsteigerung zu verursachen, wie sie eine einmalige Injektion 
von H. V. L.-Hormon zeigt. 


Wirkung langerer Behandlung mit H. V. L.-Hormon. 

Es kénnte sein, daB H. V. L.-Hormon nur bei seiner erstmaligen 
Injektion die stoffwechselsteigernde Wirkung hat, und zwar dadurch, 
daB die Acini entleert werden. Die Steigerung miibte dann ausbleiben, 
wenn man es wiederholt injiziert. Wir haben deshalb bei zwei Tieren 
(Nr. 353 und 856) wahrend 14 Tagen H. V.L.-Extrakt taglich in 
Mengen von 2ccm subcutan eingespritzt und damit nicht nur eine 
voriibergehende, sondern eine konstante Steigerung des Stoffwechsels 
bekommen, die so lange anhielt, als die Injektionen gegeben wurden 
(s. Abb. 4). Nach Aussetzung dieser Injektionen sank der Stoff- 
wechsel innerhalb 4 bis 6 Tagen wieder auf den normalen Wert. 
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Abb. 4. 
a, b Wirkung von t&glich wiederholten Injektionen von Hyp. V. L. auf den O,-Verbrauch. 
Steigerung des Stoffwechsels. 
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Die Stoffwechselsteigerung nach H. V. L.-Hormon ist also nicht 
durch einmalige Ausschiittung des Kolloids bewirkt, sondern es bildet 
sich bei wiederholten Gaben eine standige vermehrte Inkretion der 
Schilddriise. 


Wirkung des H. V. L.-Hormons bei schilddriisenlosen Tieren. 


Der Beweis, dab die Stoffwechselsteigerung des H. V. L.-Hormons 
iiber die Schilddriise geht, ist erst dann gesichert, wenn sich nachweisen 
laBt, daB die Wirkung fortfallt, wenn die Schilddriise entfernt ist. Bei 
fiinf Tieren (Nr. 322, 323, 358, 359 und 360) haben wir in Athernarkose 
die Schilddriise entfernt und nach 2 Wochen den Grundstoffwechsel 
bestimmt. Dieser ist wesentlich gesunken gegeniiber dem Grundstoff- 
wechsel vorher, wie z. B. ein Vergleich der Werte des Tieres Nr. 322 
und 323 in Tabelle I] (vor der Exstirpation) und Tabelle IV (2 Wochen 
nach der Exstirpation) zeigt. Nach Injektion derselben Menge von 
H. V.L.-Hormon steigt nach 20 bzw. 36 Stunden der Gaswechsel 
nicht. Auffallend ist dagegen, daB in zwei Fallen von drei der Grund- 
stoffwechsel nach diesen Injektionen sehr wesentlich (18 bis 32,2 %) 
gesunken ist. Es wird also nach Entfernung der Schilddriise der Stoff- 
wechsel nicht gesteigert, und die am normalen Tier beobachtete 
Steigerung geht also iiber die Schilddriise. ’ 


Tabelle IV. 





O2-Verbrauch in g pro 24 Std. und 1 kg Korpergewicht 


Tie Versuc Tier- derung 
oan ereneh gewicht Grundstoff- nach der Injektion ao lerang in 

nach der Injektion 

wechse] 

Nr Nr g Mittelwert 20 Std 6 Std. 20 Std. 6 Std 
322 535 533,3 20,01 21,28 20,04 + 63 + 01 
323 586 | (449.7 22.18 20,05 16,78 — 10,5 32,2 
358 538 384.7 23.45 24,42 23,69 + 41 + 1,0 
359 539 2735 27.30 26,22 23,23 4.1 — 18,5 
360 540 377,5 28,635 28,45 29,57 0.6 + 32 


Stoffwechselsenkende Wirkung des H. V.L.-Hormons. 

Die in den zwei erwahnten Fallen beobachtete Verminderung ist 
deshalb so beachtenswert, weil sie daran denken laBt, daB hier die auch 
im Rattenversuch sowie am Menschen beschriebene  stoffwechsel- 
senkende Wirkung zum Ausdruck kommt. Diese ist dann deutlich, 
wenn sie durch die Schilddriisenwirkung nicht tiberdeckt wird. 

Bei drei thyreoidectomierten Tieren haben wir nicht nur einmal, 
sondern wiahrend 10 Tagen taglich 2cem H. V.L.-Hormon subcutan 
gegeben. Bei allen Tieren zeigte sich schlieBlich am sechsten Tage und 
noch mehr nach der zehnten Injektion, am elften Tage eine bedeutende 
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Senkung des Stoffwechsels. Dieser betrug z. B. bei Tier Nr. 359 gegen- 
uber 27 g O,, 20,2 g O,, hat also um 34,4°,, abgenommen. Nach Auf- 
héren mit den Injektionen stieg innerhalb 3 Tagen der Stoffwechsel 
wieder auf die normale Héhe. Es ist also sichergestellt, daB auch dieses 
H. V. L.-Praparat eine stoffwechselsenkende Wirkung hat, die sich 
aber nur dann zeigt, wenn die Schilddriise entfernt ist und meistens 
erst nach wiederholten Injektionen in Erscheinung tritt (Abb. 5). 
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Wirkung von Prolan auf den Stoffwechsel. 


Vor kurzem hat Janssen (6) beschrieben, daB die fiir das H. V. L.- 
Hormon so charakteristische Wirkung bei Meerschweinchen auf die 
Entleerung des Kolloids der Schilddriise durch Prolan nicht gelingt. 
Prolan ist ein aus Schwangeren-harn dargestelltes Priparat, das 
beziiglich seiner Wirkung auf den Oestrus dem H. V. L.-Hormon 
ahnlich wirkt. Die von Janssen nachgewiesene Wirkungslosigkeit auf 
die Thyreoidea des Meerschweinchens unterscheidet es aber vollkommen 
von diesem. 

Es ist deshalb von Interesse, zu untersuchen, ob bei diesem Praparat 
auch eine Stoffwechselwirkung bei mannlichen Meerschweinchen vor- 
handen ist oder nicht. Bei weiblichen Ratten hat es in den Versuchen 


von Arvay (1) den Stoffwechsel gesteigert, nicht aber bei Kastraten und 
bei Mannchen. Aus den Versuchen an den Tieren Nr. 353, 356, 361, 362 
ging hervor, daB Prolan in Quantitaéten von 2 cem (100 Einh.) subcutan 
injiziert, auf den Gaswechsel normaler miannlicher Meerschweinchen 
fast ganz wirkungslos ist. Die geringe Steigerung, die nach 36 Stunden 
bereits wieder verschwunden ist, kann nicht mit der Wirkung des 
H. V. L.-Praparats verglichen werden. 
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Die zu den Versuchen verwendeten Tiere Nr. 353 und 356 hatten 
mit H. V. L.-Hormon die charakteristische Steigerung des Stoffwechsels 
in Abb. 4a und b gegeben. Um so auffallender 
war es nun, daB sowohl bei diesen, wie zwei ov Sx 
anderen (Nr. 361 und 362) Tieren Prolan diese Lena a 
Wirkung nicht hatte. Daraus geht erstens a — 
hervor, daB in Bestatigung der obigen Befunde 


H. V. L.-Hormon bei Meerschweinchen durch le Tier | 


Reizung der Thyroidea seine stoffwechsel- . 
steigernde Wirkung ausiibt und daB dort, wo .”! 
erstere, nach den histologischen Befunden, fehlt Ter 367 | F 
(Prolan), auch keine’ solche  stoffwechsel- 
steigernde Wirkung zustande kommt. Zweitens "| 
geht aus dem Versuch noch hervor, daB Prolan [ir 
und H. V. L.-Hormon beziiglich ihrer Wirkung i . 
auf den Stoffwechsel ebenso wie beziiglich Srund-— ach 70) 
ihrer morphologischen Wirkung auf die Schild- ve an i 
driise verschieden sind. Es ist darin eine Abs. 6. 

a bis-d. 


Stiitze fiir die Auffassung von Janssen zu sehen, 
Wirkung einer Prolan 


daB Prolan nicht H. V. L.-Hormon, sondern Injektion auf den O- 


Placenta hormon ist . Verbrauch. 


Diskussion, 


Die Stoffwechselwirkung des H. V. L.-Hormons ist eine sehr 
komplexe. Dieses Hormon regt die Inkretion von anderen inner- 
sekretorischen Driisen an. Wenn bei weiblichen Ratten die Inkretion 
des Ovariums geférdert wird und dadurch eine Uterushypertrophie 
entsteht, dann steigert sich dadurch der Gaswechsel. Fehlt aber das 
Ovarium bei kastrierten Ratten oder bei Rattenmainnchen, so wird 
eine andere, eine stoffwechselsenkende Wirkung offenbar (Arvay (1)]. 

Ferner wurde von uns beschrieben, daB bei mannlichen Ratten, 
bei welchen durch eine Fiitterung ohne Vitamin E die Inkretion der 
Testis vermindert ist, durch das H. V. L.-Hormon ebenfalls der bereits 
gesunkene Gaswechsel wieder auf die Norm gehoben wird (Verzar, 
Kokas, Arvay (5)]. Also auch hier wird die beim normalen Tier auf- 
fallende senkende Wirkung durch eine steigernde Wirkung iiber die 
Sexualdriisen verdeckt. 

Kinen dritten Fall sehen wir nun am Meerschweinchen. Hier hat 
das H. V. L.-Hormon eine erregende Wirkung auf die Schilddriise. 
Diese ist auch histologisch sehr auffallend [Aron (3)]. Die Folge ist, 
daB das H. V. L.-Hormon bei diesen Tieren durch Anregung der In- 
kretion der Schilddriise eine Stoffwechselsteigerung bewirkt. Sie ist 











48 F. Verzar u. V. Wahl: 


auch bei mannlichen Tieren vorhanden (im Gegensatz zu der stoff- 
wechselsteigernden Wirkung bei den Ratten). Die Wirkung fehlt, 
wenn die Schilddriise entfernt ist, und nun wird auch hier wieder die 
stoffwechselsenkende Wirkung des H. V. L.-Hormons offenbar. 


Die Ursache dafiir, daB das H. V. L.-Hormon bei zwei Tierarten, 
der Ratte und dem Meerschweinchen, so verschieden wirkt, liegt in 
dem verschiedenen Funktionszustand der Schilddriise bei diesen zwei 
Tierarten, wie aus der histologischen Struktur, speziell aus den 
Beobachtungen von Aron bekannt ist. Die Analyse dieser Wirkung 
zeigt, wie vorsichtig man bei Verallgemeinerungen von an verschiedenen 
Tierarten gewonnenen Resultaten sein muB und wie die Wirkung 
eines Stoffwechselhormons immer durch die gegenseitige Wirkung auf 
andere Driisen mit innerer Sekretion weitgehend beeinfluBt wird. 


Die Versuche stehen in Ubereinstimmung mit den histologischen 
Befunden von Aron. Dieser fand bei Meerschweinchen (dagegen nicht 
bei der Ratte) nach H. V. L.-Hormon eine Entleerung des Kolloids 
der Schilddriise. Unsere Versuche zeigen, daB dieser morphologische 
Befund einer stoffwechselsteigernden Wirkung entspricht, und es zeigte 
sich auch in speziell darauf gerichteten Versuchen, daB die in einer 
Schilddriise vorhandene Hormonmenge geniigt, um solche Stoffwechsel- 
steigerengen zu verursachen, wie wir sie nach einmaliger H. V. L.- 
Injektion sehen. Das Aquivalent der Kolloidentleerung Arons ist also 
eine Stoffwechselsteigerung. 


Zusammenfassung. 

1. Das Hypophysenvorderlappenhormon steigert bei Meerschwein- 
chen, speziell auch bei mannlichen Tieren, den Stoffwechsel. 

2. Die Steigerung besteht bei taglicher Injektion lingere Zeit 
kontinuierlich weiter. 

3. Es ist bekannt (Aron), daB beim Meerschweinchen nach H. V. L.- 
Injektion das Kolloid aus der Schilddriixe verschwindet. Es wurde 
gezeigt, daB die Injektion einer ganzen Schilddriise bedeutende Stoff- 
wechselsteigerungen beim Meerschweinchen bewirkt, wahrend Kontroll- 
versuche mit Muskelsubstanz unwirksam sind. Die Stoffwechsel- 
steigerung durch H.V.L.-Hormon kann also durch die Entleerung 
des angehauften Kolloids erklirt werden. 

4. Entfernt man die Schilddriisen, dann hat H. V. L.-Hormon 
keine Stoffwechselsteigerung mehr zur Folge. Die stoffwechsel- 
steigernde Wirkung des H. V. L.-Hormons beim Meerschweinchen geht 
also iiber die Schilddriise. Deren Inkretion wird vermehrt, und das 


bewirkt den erhéhten Sauerstoffverbrauch. 
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5. Bei den Tieren mit Schilddriisenexstirpation zeigt sich um- 
gekehrt als Folge von H. V. L.-Hormon eine bedeutende Senkung des 
Gaswechsels. Es ist also auch hier ebenso wie bei der Ratte (Arvay) 
eine stoffwechselsenkende Wirkung der Extrakte vorhanden, die aber 
am normalen Tier durch die Wirkung auf die Schilddriise itiberdeckt 
wird. 

6. Prolan hat keine Wirkung auf den O,-Verbrauch der Meer- 
schweinchen, in Ubereinstimmung mit dem Befund von Janssen, 
daB es auch keine Wirkung auf die Kolloidentleerung der Scl.ilddriise 
dieser Tiere hat. Damit unterscheidet es sich wesentlich vom H. V. L.- 
Hormon. 


Diese Untersuchungen sind mittels Unterstiitzung der Roche- 
Stiftung ausgefiihrt, der wir unseren besten Dank aussprechen. 


Literatur. 
1) Arvay, diese Zeitschr. 237, 199, 1931. 2) Verzar u. Arvay, eben- 
daselbst 240, 28, 1931. 3) Aron, C. r. de la Société de Biologie 108, 
145, 1930; 102, 682, 1929. 4) Siebert u. Smith, Amer. Journ. of Physiol. 


95, 386, 1930. — 5) Veradr, Arvay, Kokas, diese Zeitschr. 240, 19, 1931. 
6) Janssen, Arch. f. d. exper. Pathol. u. Pharm. 131. 
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Versuche iiber Eiweibabbau. LI. 


Von 


Otto Firth. 


Uber eine Farbenreaktion des Glykokolls und anderer 
Aminosiuren mit Natriumhypochlorit und Phenol. 


Von 
Otto Firth, Alfred Friedrich und Rudolf Scholl. 


(Eingegangen am 7. Juli 1931.) 


Vor mehr als einem halben Jahrhundert hat R. Engel! der Pariser 
Akademie tiber eine neue sehr empfindliche Farbenreaktion des Glykokolls 
: berichtet, die darin besteht, daB in einer Glykokollésung durch Zusatz 
: eines Tropfens Phenol und etwas unterchlorigsauren Natrons nach 
einigen Augenblicken eine schéne, blaue Farbung auftritt. Diese 
Reaktion war nahezu ganz in Vergessenheit geraten. W. Zimmermann? 
hat gelegentlich der Mitteilung einer neuen Reaktion zum Nachweis 
’ ‘ kleiner Glykokollmengen diese Reaktion mit dem Bemerken erwahnt, 
daB dieselbe nicht spezifisch sei, da auch andere Monoaminosduren, 

wie Alanin und Leucin, sie geben. 

Kine gewisse Analogie dieser Reaktion mit der vielgenannten 
Reaktion von Sakaguchi (mit «-Naphthol und Hypochlorit) sowie 
Untersuchungen, die in diesem Laboratorium von dem einen von uns 
gemeinsam mit F. Fromm? iiber die Stickstoffentwicklung aus Proteinen 
unter der Einwirkung von Natriumhypobromit ausgefiihrt worden 
sind, haben uns dazu gefiihrt, uns mit dieser Reaktion genauer zu 
befassen. 

I. 

Werden etwa einige Kubikzentimeter einer 1°,igen Glykokoll- 
lésung mit 10 Tropfen gesattigter, wisseriger Phenollésung und 2 ccm 
einer Natriumhypochloritlésung (kauflicher Labaraqueschen Fliissig- 
keit) versetzt, so entsteht langsam eine schéne Blaufairbung, die nach 
etwa einer halben Stunde ihr Maximum erreicht. Stellt man die Reaktion 
in gleicher Weise an, indem man die Lésung mehr und mehr verdiinnt, 
so kann man sich leicht von ihrer Empfindlichkeit tiberzeugen. Selbst 


1 A. Henninger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 8, 699, 1875. 
2 W. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 4, 1930. 
3 O. Firth u. F. Fromm, diese Zeitschr. 220, 69, 1930. 
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eine 0,002°,ige Glykokollésung gibt noch eine eben merkliche Blau- 
firbung, die allerdings in diesem Falle schnell in Griin umschligt. 

Der Farbstoff nimmt, mit Salzsiure angesduert, ein rotes Kolorit 
an, geht dann in Ather iiber und kann aus diesem mit wasseriger Soda- 
lésung wieder mit blauer Farbe ausgeschiittelt werden. Wahrend die 
blaue Lésung sehr haltbar ist, verschwindet ohne besondere Vor- 
sicht die rote Farbung schnell (anscheinend infolge Chloreinwirkung). 
In diesem Falle kann auch durch weiteren Alkalizusatz die blaue 
Farbung nicht mehr regeneriert werden. 

Verwendet man statt der Phenollésung eine «-Naphthollésung, 
so entsteht keine blaue, vie!lmehr eine intensiv gelbgriine Farbung. 

Wir haben weiterhin in Reihenversuchen, indem wir die Menge 
Phenol und Hypochlorit variierten (der Gehalt der Lésungen wurde 
jodometrisch bestimmt), die optimalen Bedingungen fiir die Reaktion 
ermittelt und gefunden, daB dieselbe am besten gelingt, wenn auf je 
1 Mol Glykokoll ungefahr 1 Mol Phenol und 1 Mol Natriumhypochlorit 
in Aktion tritt. 

Mit einer m/10 Glykokollésung wurde die Reaktion in der Weise 
angestellt, daB je 2ccm derselben mit 6 Tiopfen einer 5°,igen Phenol- 
lésung und sodann mit 1,4 ccm einer 1,25°,igen Natriumhypochlorit- 
lésung versetzt wurden. . 

Die Reaktion ist fiir Glykokoll ketneswegs spezifisch; doch gibt 
Glykokoll dieselbe viel dauerhafter und stdrker als andere Aminosduren. 

Wir haben Serienversuche mit verschiedenen: stickstoffhaltigen 
Substanzen in m/l10 Lésung angesetzt und den Effekt nach Ablauf 
von 2!/, Stunden und 2 Tagen vermerkt. Es ergab sich: 





Nach 2!/, Stunden Nach 2 Tagen 
Glykokoll | 
Ammoniumcehlorid intensiv blau intensiv blau 
Ammonsulfat 
Ammoniak | é. 

Rieret intensiv blau grin 
Harnstoff gelbgriin gelb 
Kreatinin rein grin gelb 

Cystin | . a 
Histidin intensiv braunrot rotbraun 


Guanidinecarbonat 
Kreatin 
Harnsaure 
Leucin 





Asparaginsaure 
Asparagin 
Phenylalanin 
Tyrosin 
Arginin 
Methylaminchlorhydrat 
Hippursaures Natron 


gelb oder gelbbraun 
oder rétlichbraun 





gelb oder gelbbraun 
oder rétlichbraun 
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Alanin, Leucin, Sarkosin, Trimethylamin, Hydrazinhydrat, Hydroxy]- 
aminchlorhydrat gaben unter diesen Bedingungen tiberhaupt keine Farben- 
reaktion. 

Sehr charakteristisch ist das Verhalten von EiweifBlésungen (Witte- 
Pepton, Gelatine, Casein). Nachdem die Fliissigkeit zunéchst eine oliven- 
griine Farbung angenommen hatte, bildete sich nach einigem Stehen im 
oberen Anteil derselben ein dunkelgriiner Ring. Nach Umschiitteln sammelte 
sich der Farbstoff immer wieder oben in Gestalt eines dunkelgriinen 
Ringes an. 

II. 

Wir hatten also festgestellt, da} unter den von uns gewahlten 
Versuchsbedingungen neben dem Glykokoll nur das Ammoniak und 
die Ammoniumsalze die Farbenreaktion mit gleicher Schénheit und 
Intensitat geben. Mit einer Lésung von reinem Ammonsulfat ist die 
Reaktion in Gestalt einer schwach griinen Farbung noch mit einer 
0,02°,igen Lésung (was einem Gehalt von etwa 0,004°,, N entspricht) 
deutlich. 

Dies brachte uns auf den Gedanken, daB vielleicht auch die 
Glykokollreaktion, ebenso wie die Reaktion anderer Aminosdéuren und 
der Proteine, im Grunde genommen nichts andetes sei als eine Reaktion 
des durch Einwirkung von Hypochlorit abgespaltenen Ammoniaks, die 
um so intensiver und schneller sichtvollzieht, je intensiver und schneller 
diese ‘Ammoniakabspaltung ebém erfolgt. 

Langheld' hat gezeigt, daB die «-Aminosiuren durch Hypochlorit 
zu den um ein Kohlenstoffatom armeren Aldehyden abgebaut werden 
‘Alanin zu Acetaldehyd, Phenylalanin zu Phenylacetaldehyd, Leucin 
zu Isovaleraldehyd usw.), wobei der Stickstoff der Aminogruppe als 
Ammoniak in Freiheit gesetzt wird. Das Glykokoll zerfallt zu Form- 
aldehyd, Kohlenstiure und Ammoniak; behandelt man dann mit Wasser- 
dampf, so geht nur ein Teil des Formaldehyds iiber, waihrend ein Teil 
als Hexamethylentetramin gebunden bleibt. 





Wirkt ein UberschuB von Hypochlorit auf Ammoniak ein, so zerfiallt 
es nach Raschig? weiter zu Chloramin, welches seinerseits weiter elemen- 
taren Stickstoff neben Ammoniak liefert : 

NH, + NaOCl = NH,Cl + NaOH 
3NH,Cl = 3HCl + NH; + N, 








Um diese Vermutung zu priifen, haben wir die Ammoniakabspaltung 
aus dquimolekularen Mengen von Glykokoll, Alanin und Leucin unter 
Einwirkung von Natriumhypochlorit verglichen: 

1 g Alanin wurde mit 1,25 g NaOCl in 100 com Wasser (d. i. 1 Mol 
Alanin: 1?/, Mol NaOCl) versetzt. Nach einstiindiger Einwirkung bei 


1 R. Langheld, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42B, 2360, 1909. 
2 Raschig, ebendaselbst 40, 1506, 1907. 
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Zimmertemperatur wurde mit Salzséiure angeséiuert und das sich ent- 
wickelnde Chlor weggekocht, bis Jodkalistarkepapier kein Chlor mehr 
anzeigte. Dann wurde die Lésung in einen Kjeldahldestillations- 
apparat ubertragen, mit Magnesia alkalisch gemacht, destilliert und 
der SaureiiberschuB zuriicktitriert. Es ergab sich, daB 0,0267 g N als 
Ammoniak iibergegangen waren. Da lg Alanin 0,157 g¢g N enthalt, 
entspricht dies 17,1°,, der vorhandenen N-Menge. 


) 

Die aquimolekulare Menge Leucin spaltete unter gleichen Versuchs- 
bedingungen nur 10,4°%, ihres Stickstoffs ab, Glutaminsdure 11,5°,, 
die aquimolekulare Menge Glykokoll aber 45,8°,. 

Wurde im Verhaltnis zum Glykokoll die doppelte Hypochloritmenge 
zugesetzt und die entstandene Ammoniakmenge aus der alkalischen 
Reaktionsmenge durch einen Luftstrom nach Folin in séurebeschickte 
Vorlagen tibergefiihrt, so ergab sich nur eine Ammoniakbildung entsprechend 
21,2°, des Glykokoll-N; also nur die halbe Menge Ammoniak, trotzdem 
die doppelte Hypochloritmenge reagiert hatte. Offenbar war dies deshalb 
der Fall, weil der HypochloritiiberschuB das gebildete Ammoniak unter 
teilweiser Bildung von elementarem Stickstoff weiter zerlegt hatte. 

Wir verglichen nun weiterhin die Empfindlichkeit der Reaktion 
gegentiber Glykokoll, Alanin, Leucin und Glutaminsdure. Dabei wurde 
jede Probe mit je 2ccem der Aminosduselésung, 6 Tropfen 5°,iger 
Phenollésung und, 1,4cecm 1,25°,iger Natriumhypochloritlésung an- 
gesetzt. Verdiinnungsreihen wurden bis 0,002°, herab angesetzt. 
In Konzentrationen iiber 2°, versagte die Reaktion aus uns unbekannten 
Ursachen beim Glykokoll véllig. Eine Reaktion war eben noch wahr 
nehmbar fiir 


Glykokoll bis 0,002 °, entsprechend etwa 0.0004°, N 
Alanin » 0,350% a . 0,0400° N 
Leucin » 0,250% Pe » 0,0270% N 
Glutaminsdure ,, 0,400°,, a . 0,0400°% N 


Der Stickstoff der gepriiften Aminosauren reagierte also tatsachlich 
80- bis 100mal schwacher als derjenige des Glykokolls, derart, daB bei 
oberflachlicher Priifung der Irrtum entstehen konnte, als ob die Reaktion 
fiir das Glykokoll spezifisch ware. 


Wir gingen nunmehr daran, den Farbsto/f zu isolieren, um seine 
Zusammensetzung und seine Beschaffenheit zu charakterisieren. 

Zu diesem Zwecke wurde zunaéchst eine Lésung von 10 g Ammonium- 
chlorid in Wasser mit 1150 cem 1,25°,igem Natriumhypochlorit und 350 cem 
5°,igem Phenol angesetzt und iiber Nacht stehengelassen. 

Sodann wurde die tiefblaue Lésung mit Salzséure bis zu amphoterer 
Reaktion neutralisiert, wobei die tiefblaue Farbung in ein schmutziges Rot 
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umschlug und ein ebenso gefairbter Niederschlag ausfiel. Dieser wurde 
abfiltriert, phenolfrei gewaschen (d.h. bis das Waschwasser keine .Millon- 
sche Reaktion mehr gab), sodann in ammoniakhaltigem Alkohol gelést und 
eingedampft.. Die braune, amorphe Substanz, die beim Kochen mit Saéure 
einen stechenden chinonaéhnlichen Geruch gab, enthielt 9,9°,, N. 


Wir stellten dann einen weiteren Versuch derart an, da®B wir 10g 
kristallisiertes Ammoniumcarbonat mit 900 ccm 1,45°,iger Natriumhypo- 
chloritlédsung (von Merck, jodometrisch ausgewertet) und 332 cem 5° ,igem 
Phenol zusammenbrachten, was der Relation 1 Mol (NH,).CO, H,O 
: 2 Mol NaOCl: 2 Mol Phenol entspricht. Es erfolgte eine starke Erwarmung 
mit Gasentwicklung; es trat aber diesmal keine Blaufarbung auf, vielmehr 
fiel ein rotbrauner, kérnig erstarrender Niederschlag aus. 

Wir gingen nun weiter so vor, daB wir 1g Ammoniumcarbonat in 
Wasser lésten, 33cem 5°,iges Phenol zufiigten und nun unter Kiihlung 
portionenweise 45 ccm 1,45°,iges NaOCl zusetzten, wobei darauf geachtet 


wurde, daB die Temperatur nicht héher stieg als 25° (Relation 1 Mol 


(N H,4)2CO,. H,O: 1 Mol NaOCl: 2 Mol Phenol). Nunmehr trat eine schéne 
tiefblaue Farbung ein. Beim Neutralisieren mit Salzséure fiel ein reichlicher, 
rotbrauner Niederschlag aus. Dieser wurde abfiltriert und chlor- und 
phenolfrei gewaschen. Sodann wurde er in 1°,iger Natronlauge auf dem 
Filter gelést. Es wurde eine dunkelblaue Lésung erhalten, die aber beim 
Stehen tiber Nacht ihr reines Kolorit einbiiBte. Sie wurde durch Anséuern 
gefallt, der Niederschlag ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Es 
wurde so ein rotbraunes Pulver erhalten. Dasselbe léste sich nunmehr in 
Lauge nicht mit blauer, vielmehr mit rotbrauner Farbe, fiel mit Salzséiure 
in rostfarbenen, in Essijzaéther leicht léslichen Flocken aus. Der urspriing- 
liche Farbstoff hatte also sicherlich bereits eine Verénderung erfahren. 


Wir muBten uns also bemiihen, noch schonender vorzugehen, 
wobei wir die Relation 1 Mol Ammoniumcarbonat : 1 Mol Hypochlorit 
:2 Mol Phenol beibehielten. 


Je 2g Ammoniumcarbonat wurden in 66 ccm 5°,iger Phenollésung 
gelést. Zu dieser Lésung wurden 90 ccm 1,45°,iges NaOCl Merck 
portionenweise unter Kiihlung derart zugesetzt, daB die Temperatur 30° 
nicht tiberstieg. Es resultierte eine Fliissigkeit von rein blauer Farbung. 
Es wurde nunmehr mit Salzséure angesiuert und sogleich im Scheide- 
trichter mit Essigither ausgeschiittelt. Dieser nahm den Farbstoff 
mit schén roter Fairbung auf. Die rote Lésung wurde abgetrennt und 
durch Ausschiitteln mit Wasser chlor- und phenolfrei (Millon!) ge- 
waschen. Der Essigither wurde sodann einige Stunden lang iiber 
geglihtem Kupfersulfat getrocknet, im Vakuum bei Zimmertemperatur 
eingedunstet, der trockene Riickstand in méglichst wenig absolutem 
Alkohol aufgenommen, die rote Lésung mit dem zehnfachen Volumen 
Petrolither gefaillt, der Niederschlag auf einem geharteten Nutsch- 
filter gesammelt und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Es 
wurden so 6g Ammoniumcarbonat in drei Portionen zu je 2g ver- 


arbeitet. 
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Es resultierte so ein braunes Pulver, das sich in Essigather mit 
rotbrauner Farbe léste und daraus in Ammoniak mit olivengriiner 
Farbung iiberging. Trotz der vorsichtigen Behandlung waren also doch 
die urspriinglichen schénen, reinen Farben verlorengegangen. Die 
Substanz erwies sich stark chlorhaltig, gab aber in der Kalte an Wasser 
kein Chlor ab. Die trockene Substanz wurde schlieBlich noch mit 
Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser, mit Ness/ers Reagens 
gepruft, keine Spur von Ammoniak mehr gab. 

I. Die Mikroanalyse (von A. Friedrich ausgefiihrt) der im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrockneten Substanz ergab: 

a) 5,675 mg Substanz gaben 1,157mg H,.O und 10,.235mg CQz,, 

d.i. 3,08% H und 49,20% C. 


b) 4,045 mg Substanz gaben 1,130mg H,O und 7,330mg CO,, 

d.i. 3,12% H und 49,42% C. 

c) 5,030 mg Substanz gaben 0.33 ccm N bei 16° und 750 mm Druck, 
d. i. 7,64% N. 

d) 6,130 mg Substanz gaben 0,40 cem N bei 18° und 750 mm Druck, 
Gu, 3,09 Yo 


e) Carius: 4,840 mg Substanz gaben 4.834 mg Ag(Cl, d. i. 24.70 


[l. Kin anderes Praparat gleicher Art: 
f) 10,250 mg ‘Substanz gaben 0,669 cem N bei 18° und 743 mm Druck, 
a. 3. 4 ve De 


LLL. Ein weiteres Priparat, dem aber, wie sich dann herausstellte, noch 
Spuren eines Ammonsalzes anhingen und das noch 0,45°, Asche enthielt: 


g) Carius 3,665 mg Substanz gaben 3,520 mg AgCl, d.i. (aschefrei) 
23,76 %. 

h) Molekulargewichtsbestimmung nach Barger- Rast: 3,550 me, gelést in 
210,06 mg Aceton (1,68 ° ig): Die Lésung erscheint in der Kapillare 
osmotisch schwaécher als eine 0.0125 mol. Lésung von Azobenzol 
in Aceton. Daraus ergibt sich ein hohes Molekulargewicht, das 
anscheinend 1300 iibersteigt. Fi ein groBes Molekulargewicht 
spricht auch (s. oben) der Umstand, da bei Anstellung der Reaktion 
mit Phenol und Natriumhypochlorit an EiweiBlésungen sich der 
entstandene (offenbar in unechter Lésung befindliche) Farbstoff 
in Form eines Ringes im oberen Teile der Probe ansammelt. 


Die Analyse des Priiparats I ergab sonach: 





Berechnet fiir 


o> Mittel Cag He7 Ng Clg O 
OR ga -n “iet S 49,20 49.42 49,31 49.23 
eae 3,08 3.11 3.10 2,99 
re a 7,64 7.57 7.60 717 
_ era 24.70 24.70 24,27 
De. me % 15.29 16.43 


100.00 100.00 
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IV. 
. . . Do . r 
Uberlegen wir nun, ob irgendwelche Anhaltspunkte fiir die Kon- 
stitution des Farbstoffs vorliegen. 
Da stieBen wir denn zunachst auf die Angabe, daB, wenn man 
Chinonchlorimid 


CO 
. . + es + ° . Doe 
in einem Uberschu8 von Phenol list und Schwefelsiure hinzufiigt, 
eine dunkelkirschrote Masse entsteht, die sich in Kalilauge mit blauer 
Farbe lést?. 
A. Hirsch? im Laboratorium Fittigs schrieb dem Chinonchlorimid 


die Konstitution 0 


Cel, 
NCl 
zu. Kinige Jahre spater hat R. Méhlau® in einer Abhandlung uber 
indophenolartige Farbstoffe berichtet, daB derartige, durch eine grobe 
Unbestandigkeit ausgezeichnete Substanzen durch Einwirkung von 
Chinonimiden auf gewisse Phenole in alkaliscner Lésung und bei ge- 
wohnlicher Temperatur entstehen. Die Reaktion vollzieht sich in 
kiirzester Frist. Das Produkt ist das blaue Alkalisalz einer phenol- 
artigen Substanz, die sich in Alkohol mit fuchsinroter Farbe lést. 
R. Hirsch, welchem wir die erste Mitteilung iiber die Entstehung 
von Farbstoffen aus Chlorimiden und Phenolen verdanken, legte seine 
Ansicht iiber die Wirkung des Chinonchlorimids auf das Phenol in der 
Gleichung nieder: 
N.C N—C,H,. OH 
CoH,< | | CgH,.OH = CoH, < | + HCL 
O 0 
Es gelang ihm jedoch nicht, diese Vermutung, welche offenbar die 
einfachste und befriedigendste Erklarung dieser Reaktion bildet, durch 
analytische Argumente zur GewiBheit zu erheben, da die Isolierung 
des Chinonphenolimids, wie dieser Kérper zu nennen ware, in keiner 
Weise gelingt. Dagegen gelang es Hirsch, ein Dibromchinonphenolimid 
vy. CoHy. OH 
“, ~CgH, Brg—O 


zu isolieren und zu charakterisieren. 


1 Beilsteen 8, 330, 1897. 
3 A. Hirsch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 18, 1903, 1880. 
3 R. Méhlau (Frankfurt a. M.), ebendaselbst 16, 2843, 1883. 
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Eine anscheinend verwandte Substanz hat Wurster! durch Einwirkung 
von Wasserstoffswperoxyd auf Phenol bei Gegenwart von Ammoniak erhalten. 
Man erhalt so einen blauen Farbstoff. Aus saurer Lésung geht der Farbstoff 
leicht in Ather iiber. Ather gibt den Farbstoff leicht wieder an Natroniauge 
ab, indem eine tief kornblumenblaue Lésung entsteht. ..Zum Vergleich mit 
dem aus Phenol durch Ammoniak und Wasserstoffsuperoxyd erhaltenen 
Farbstoff stellte ich das Phenolchinonimid dar und erhielt ein in aller Be- 
ziehung mit dem genannten Farbstoff identisches Produkt. Phenolchinon- 
imid wird leicht erhalten durch Hinzufiigen von Ammoniak zu_ einer 
wisserigen Lésung von Chinon und itiberschiissigem Phenol. Die gelbe 
Chinonlésung wird auf Zusatz von Ammoniak rasch griin und beim Schiitteln 
mit Luft blau.* 


Wir versuchten nun weitere Anhaltspunkte fiir den Aufbau unseres 
Farbstoffs dadurch zu gewinnen, da wir feststellten, ob der darin 
enthaltene Stickstoff ganz oder zum Teil hydrolytisch abspaltbar sei und 
ob man etwa imstande sei, durch ausgiebige Methylierung das Vor 
handensein freier phenolischer Hydroxyle nachzuweisen. 


Hydrolytische Stickstoffabspaltung. 

a) 0,1043 g, b) 0,1065 g¢ des analysenreinen Priparats wurden in 
einem Destillationsapparat mit Ajeldahl-Lauge gekocht. Nach Ablauf 
von 1, 2 und 3 Stunden wurde die tibergegangene Ammoniakmenge 
titrimetrisch ermittelt. 





1. Stunde 2. Stunde t 3. Stunde Summe 
I 1,0238 mg 1,5036 mg 0,184 mg N 2.712 mg 2,69°, N 
II 1208 , ct I 0,358 , N 2.864 . 268°. N 


Da der Gesamt-N-Gehalt des analysierten Praparats 7,60°, N 
betrug, entspricht die unter der Wirkung der stedenden Kjeldahl-Lauge 
im Laufe von 3 Stunden abgespaltene Stickstoffmenge einem Drittel des 
vorhandenen Stickstoffs. (Bei weiterer Einwirkung von Lauge werden 
nunmehr minimale Stickstoffmengen abgespalten.) 


Meth ylierung. 


Die Alkylierung wurde mit frisch dargestelltem Divazomethan aus 
gefiihrt. Die Substanz wurde in absolutem Methylalkohol gelést und die 


atherische Lésung des frisch destillierten Diazomethans zugefiigt. Die 
Darstellung des Diazomethans erfolgte aus Nitrosomethylurethan 
CH, 
N—NO 


| 

COO. CH, 
und methylalkoholischer Kalilauge in atherischer Lésung. Fur eine 
Alkylierung wurden rund 2g Nitrosomethylurethan verwendet. Die an- 


1 Wurster, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 2934, 1887. 
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gewandte Substanzmenge betrug rund 0,1 g. Die dunkelgefarbte Substanz- 
lésung entwickelte nach Zusatz des Diazomethans reichlich Stickstoff und 
hellte sich auf. Bei der Wiederholung der Alkylierung wurde die Lésung 
hellgelb, farbte sich jedoch nach einiger Zeit wieder dunkler unter Ab- 
scheidung eines fast farblosen, gallertartigen Niederschlags. Dasselbe 
wurde bei einer dritten, vierten und fiinften Alkylierung beobachtet. (Bei 
jedem Alkylierungsversuch wurde eine halbe Stunde nach Zusatz des Diazo- 
methans eine kleine Probe der Lésung mit alkoholischer Benzoesiéure auf 
noch vorhandenes Diazomethan gepriift. Es konnte nach dieser Zeit Diazo- 
methan nicht mehr nachgewiesen werden.) 

Nachdem sich bei sechs Alkylierungen bereits eine gréBere Menge des 
gallertigen Niederschlags ausgeschieden hatte, wurde derselbe filtriert, mit 
Alkohol nachgewaschen und einige Tage im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet, wobei er sich tiefbraun farbte. 

Nach Filtration dieser Ausscheidung wurde die Alkylierung fortgesetzt, 
wobei wiederum Diazomethan restlos verbraucht wurde und die Aus- 
scheidung des gallertigen Niederschlags von neuem begann. Da eine neuer- 
liche Alkylierung dieselben Ergebnisse brachte, war anzunehmen, daf 
die gallertige Abscheidung das eigentliche Alkylierungsprodukt darstelle. 
Das zogernde Auftreten derselben erweckte aber den Eindruck, als ob die 
Alkylierung wenigstens zum Teil keine unmittelbare ware. sondern als 
ob erst sekundére Veraénderungen dem Alkylierungsmittel neue Angriffs- 
punkte schaffen wiirden 

Die Analyse (Dr. Friedrich), die sich auf die Bestimmung des Alkyls 
sowohl am Sauerstoff als auch am Stickstoff bezog, ergab folgendes: 

Da das Alkylierungsprodukt in Eisessig und heiBem Phenol nicht 
in Lésung gebracht werden konnte, wurde bei der Durchfiihrung der Be- 
stimmung vom Zusatz eines Lésungsmittels abgesehen, wobei allerdings 
die Méglichkeit besteht, daB®B sich allzu niedrige Methylwerte ergeben 
kénnten!. 

Zur Bestimmung des Methyls am Sauerstoff wurde die eingewogene 
Substanz im Methylimidbestimmungsapparat nach Friedrich* 1 Stunde lang 
mit Jodwasserstoffséure (spez. Gew. 1,7) gekocht, dann die Vorlage ge- 
wechselt und die Bestimmung eine halbe Stunde lang fortgesetzt. Da keine 
weitere Abscheidung von Jodsilber mehr erfolgte, muBte angenommen 
werden, daB alles an Sauerstoff gebundene Methyl] abgespalten sei. Nunmehr 
wurde die Bestimmung des am Stickstoff gebundenen Methyls, der Vorschrift 
Edeibachers folgend*, unter Zusatz von Ammoniumjodid durchgefiihrt. 
Bei der dritten Destillation wurde kein Silberniederschlag mehr erhalten, 
die Bestimmung sonach zum AbschluB gebracht. 


4,290 mg Substanz gaben bei der Methoxylbestimmung 1,240mg AgJ, 
4,290 ,, % = + »» Methylimidbestimmung 1,300 ,, AgJ. 


Gefunden: 1,85°, Methyl am Sauerstoff, 
1,94% » $ »» Stickstoff. 


1 Vgl. A. Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 141, 1927. 

2 Siehe F. Pregl, Organische Mikroanalyse, III. Aufl., S. 215. Verlag 
J. Springer, 1930. 

3 Edelbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 278, 1918. 
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Setzen wir in obiger Formel, C,, H,,N,Cl,O,, zwei Methylgruppen 
ein, so errechnen wir fiir jede derselben einen ein wenig héheren Methyl- 
wert von 2,44°,. 

Da der Versuch einer hydrolytischen Spaltung ergeben hat, dab 
etwa ein Drittel des vorhandenen Stickstoffs unter Alkalieinwirkung 
in Form von Ammoniak abgespalten werden kann, ware die Vermutung 
naheliegend, daB etwa eine Imidgruppe briickenartig, z. B. 


0 r 
> NA, 


zwischen zwei halogenisierte Chinonphenolimidkomplexe (etwa vom 
Typus des von Fittig und Hirsch studierten Dibromchinonphenolimids 
,_ C,H,.OH 

a, 


7 Cg Hy Brg—0O) 


eingeschaltet sein kénnte. Dieselbe Imidgruppe kénnte dann nach 
erfolgter Alkylierung Triagerin des Methyls am Stickstoff sein. 

Um etwa von je zwei Komplexen, vom Chinonphenolimidtypus 
nach Fittig und Hirsch C,,H,Cl,NO aus (wobei gar keine bestimmten 
Annahmen hinsichtlich der Stellung der Chlorsubstituten gemacht 
werden sollen) zu unserer Farbstofformel C,,H,,N,Cl,O, zu gelangen, 
ware ein Plus von 1 NH, und 4 O erforderlich; doch hieBe es sich in 
haltlose Hypothesen zu verlieren, wenn man dariiber mehr aussagen 
wollte, als daB es sich dabei anscheinend um eine oxydative Verdnderung 
halogenisierter Chinonphenolimidkomplexe unter Ammoniakau/nahme 
und gleichzeitiger Kondensation handelt. Chinonphenolimidartige 
Komplexe kénnen offenbar sehr leicht tiberall dort entstehen, wo 
Phenole bei Gegenwart von Ammoniak oxydativen Einwirkungen unter- 
liegen. Dabei treten dann eben jene unbestindigen Farbstoffe zutage, 
die von Méhlau den indophenolartigen Farbstoffen zugerechnet, auch 
wohl als ,,Jndoanile’ bezeichnet wurden und deren wasserlésliche 
Alkalisalze durch eine kornblumenblaue Farbung ausgezeichnet sind, 
wahrend die zugehérigen sauren Verbindungen sich mit fuchsinroter 
Farbung in Essigither, Alkohol und dergleichen lésen. 

Ks sei hier daran erinnert, da das /ndophenol oder Chinonphenolimin 

r—C,H,. OH 

NSO} H,=0 
ein phenolartiger Farbstoff ist, der sich in Alkali mit blauer, in saurem 
Alkohol aber mit roter Farbe lést und der durch Oxydation von p- Amino- 
phenol bei Gegenwart von Phenol ebenso wie auch bei der bekannten 
Chlorkalkreaktion des Anilins erhalten wird. 

Es sei noch erwaéhnt, daB auch das ,,Alkaptochrom’ C. Th. Mérners' 
dieser Kategorie von Farbstoffen zugehéren dirfte. Dieser Farbstoff tritt 


1 C. Th. Morner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 329, 1910. 
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auf, wenn Homogentisinséure oder Alkaptonharn bei Gegenwart von 
Ammoniak dem Zutritt von Luft ausgesetzt werden, und ist durch seine 
schéne rotviolette Farbung und seine Kristallisationsfahigkeit ausgezeichnet. 
Er scheint der Gruppe der Chinonimidfarbstoffe anzugehéren und sich 
vom Komplex 

NH 


O 


abzuleiten. Versuche zur Aufklarung der Konstitution dieses Farbstoffs 
sollen in diesem Institut ausgefiihrt werden. 

Mehr tiber unseren Farbstoff und seine Struktur aussagen zu 
wollen, wiirde angesichts seiner Unbestandigkeit, seiner hochmolekularen 
Beschaffenheit und seiner mangelnden Kristallixationsfahigkeit gewagt 
und (zum mindesten vorlaufig) wenig aussichtsvoll erscheinen. 


Zusammenfassung. 

1. Engel hat im Jahre 1875 eine sehr empfindliche Farbenreaktion 
des Gilykokolls angegeben, die darin besteht, dab, wenn man _ eine 
Glykokollésung mit Phenol und unterchlorigsaurem Natron versetzt, 
eine schéne blaue Farbung auftritt. Diese Reaktion erweist sich nun 
tatsachlich als sehr empfindlich, insofern noch eine Glykokollésung 
von 0,002°, dieselbe gibt. Sie ist aber keineswegs spezifisch, zumal 
auch andere Aminosduren, sowie auch EiweiBldsungen dieselbe geben. 
Da aber der Stickstoff anderer Aminosaéuren, wie des Alanins, Leucins 
und der Glutaminséiure dabei 80- bis 100mal schwacher reagiert als 
derjenige des Glykokolls, konnte bei oberflachlicher Priifung der Irrtum 
entstehen, als ob die Reaktion fiir das Glykokoll spezifisch ware. 

' 2. Es geben aber auch Ammoniak und Ammoniumsalze die Reaktion 
mit groBer Intensitét und Schénheit. In Wirklichkeit ist auch die 
Reaktion des Glykokolls und anderer Aminoséuren im Grunde ge- 
nommen wohl nichts anders als eine Reaktion des unter der Einwirkung 
des Hypochlorits daraus abgespaltenen Ammoniaks. Die Vorzugs- 
stellung des Glykokolls beruht darauf, daB die Abspaltung von 
Ammoniak aus Glykokoll schneller und reichlicher erfolgt als unter 
gleichen Verhaltnissen aus anderen Aminosauren. 


3. Der aus Ammoniumecarbonat, Phenol und Natriumhypochlorit 
unter Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen und bei einer 30° 
nicht iibersteigenden Temperatur entstandene kornblumenblaue Farb- 
stoff geht angesiuert mit roter Farbung in Essigather iiber, ist in abso- 
lutem Alkohol leicht léslich und kann aus dieser Lésung durch Petrol- 
ather gefallt werden. Der analysenrein erhaltene Farbstoff erwies sich 
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als stark chlorhaltig. Seine Zusammensetzung kommt der Formel 
Cy,H,,N,Cl,O0, nahe. Es handelt sich aber um ein wenig stabiles und 
(wie die Molekulargewichtsbestimmung nach Barger- Rast ergab) hoch- 
molekulares Kondensationsprodukt. Dasselbe spaltet annahernd ein 
Drittel seines Stickstoffs bei mehrstiindigem Kochen mit starker Lauge 
ab und ist der Methylierung mit Hilfe von Diazomethan zuganglich. 
Die Menge aufgenommener Methylgruppen betrug annahernd, je drei 
Stickstoffatomen entsprechend, je zwei Methylgruppen, wovon die 
eine als ein Methoxyl, die andere aber als ein Methylimid charakterisiert 
erschien. 

4. Was die Natur des Farbstoffs betrifft, steht derselbe allem 
Anschein nach indophenolartigen Farbstoffen vom Typus 
C,H, . OH (,H,.OH 


Ns bzw. N<, 
S0,H,: 0 C,H,—O 


nahe. Vermutlich handelt es sich bei ihrer Entstehung um eine oxy- 
dative Veranderung halogenisierter Chinonphenolimidkomplexe unter 
Ammoniakaufnahme und gleichzeitiger Kondensation. Chinonphenol- 
imidkomplexe kénnen offenbar leicht dort entstehen, wo Phenole bei 
Gegenwart von Ammoniak oxydativen Einwirkungen unterliegen. 





Versuche zur Entgiftung des Phosphors durch Zucker. 


Von 


Rudolf Scholl. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitaét in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1931.) 


Bei der Durchsicht einer friiheren Arbeit O. Fiirths! ergab sich, 
daB Kaninchen bei zuckeneicher Ernahrung anscheinend gréBere 
Phosphordosen vertrugen als bei gewéhnlicher Ernahrung. Soz. B. 
starb ein Kaninchen, das 0,005 g Phosphor erhalten hatte, aber normal 
ernahrt worden war, schon nach 8 ‘lagen, wahrend ein ‘lier, das 0,010 g 
Phosphor injiziert erhalten hatte, dem aber taglich 30 g Dextrose mit 
der Schlundsonde zugefiihrt worden waren, iiber einen Monat am 
Leben blieb. Von dieser Angabe ausgehend, veranlaBbte mich Prof. Firth 
zu untersuchen, ob es méglich wire, durch Vermehrung des Glykogens 
in der Leber die Toxizitat des Phosphors zu vermindern. 


H.J. Arndt und E. Creiling? kamen, in ihren Versuchen zu dem 
Resultat, daB es nur dann méglich sei, mit Zucker die Giftigkeit des Phosphors 
herabzusetzen, wenn man auBerdem auch Insulin verabreicht, daB sich 
aber Tiere, die nur Dextrose bekommen, genau so verhalten wie Tiere, 
die unter den gewéhnlichen Bedingungen mit Phosphor vergiftet werden. 
Um etwaige Nekrosen, sowie den Ubergang von Zucker in den Harn zu 
vermeiden, bediente ich mich der Versuchsanordnung von O. Firth und 
P. Engel*®, die in einer kiirzlich erschienenen Arbeit gefunden hatten, daB 
Ratten nach einer Fiitterung mit einem Gebaéck, das aus drei Teilen Mehl 
und einem Teil Speck bestand, nach 4 bis 6 Tagen einen Kohlenhydrat- 
gehalt der Leber von 6 bis 13°, erreichen konnten. Da nach Neubauer * bei 
der Phosphorvergiftung nur die Faéhigkeit, aus Traubenzucker, nicht aber 
aus Livulose Glykogen zu bilden, gestért ist, verfiitterte ich auch Dahlien- 
knollen, da sie als hauptsaéchliches Kohlehydrat Inulin enthalten. 

Bekanntlich steht bei der Phosphorvergiftung eine weitgehende fettige 
Degeneration der Leber, die dem Bilde der akuten gelben Leberatrophie 
nicht unaéhnlich ist, im Vordergrund. P.F. Richter, Grunenberg, J. Bam- 
berger, Knake u. a.® ist es, wie es auch H. Eppinger hervorhebt, in einigen 


! O. v. Firth, diese Zeitschr. 64, 132, 1914. 

2 H. J. Arndt u. E. Greiling, Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Phys. 
217, 243— 262, 1928. 

3 OQ. Firth u. P. Engel, diese Zeitschr. 237, 159, 1931. 

4 E. Neubauer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 61, 174, 1909. 

5 P. F. Richter, Verhandlungen der Gesellschaft fiir Verdauungs- und 
Stoffwechselkrankheiten, S. 365, 1926; Grunenberg, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 52, 271, 1926; J. Bamberger, ebendaselbst 58, 1690, 1927; Knake, 
Zeitschr. f. Kinderheilkde. 47, 502, 1929. 
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Fallen gelungen, durch Kombination von intravenéser Zuckerinjektion 
mit Insulin Krankheitszustande unter dem Bilde der akuten gelben Leber- 
atrophie zur Heilung zu bringen. 

Als Versuchstiere wurden von uns ausgewachsene, weibe Ratten 
verwendet. Vor Beginn des Versuchs hungerten die Tiere 24 Stunden 
lang, dann bekamen sie das jeweilige Futter wahrend 3 Wochen. Da 
die Phosphorinjektion am siebenten Tage nach Beginn der Fiitterung 
stattfand, war bei Beibringung des Phosphors schon das Maximum 
an Glykogenablagerung in der Leber erreicht. Nach der Injektion 
wurden die Tiere noch 14 Tage beobachtet. 

Um auBer dem letalen Ablauf der Vergiftung noch einen anderen 
Indikator fiir den Grad der Phosphorvergiftung zu haben, untersuchte 
ich auch fallweise die Lebern auf ihren Fett- und Kohlehydratgehalt 

Die Fettbestimmung wurde derart aurgefiihrt, dab lg Leber 
genau eingewogen, etwas angefeuchtet und mit Kieselgur vollstandig 
verrieben und getrocknet wurde. Hierauf wurde im Soxhlet durch 
1 Stunde mit Ather extrahiert, der Atherauszug in ein vorher gewogenes 
Glaischen iiberfiihrt, der Ather abgedampft, bei 110° 2 Stunden ge- 
trocknet und gewogen. 

Zur Kolilehydratbestimmung bediente ich mich der Methodik 
von Z. Dische und H. Popper}. 


, 
1 


Der Phosphor wurde den Tieren als oleum phosphoratum subkutan 
beigebracht. 


I. Toxizitit von Phosphor fiir Ratten bei normaler Ernihrung. 

Da ich in der Literatur keine exakten Angaben iiber die letalen 
Phosphordosen fiir Ratten aufzufinden vermochte, stellte ich in zwei 
Versuchsserien die tédliche Phosphordosis fiir Ratten fest. 





Inj. Menge 


Leber 
rewie ro 
Nr R. a. ie — Effektiv- Futter — é " e Effekt 
pee BG 5 in g gewicht Gewicht | Fett KH 
in g in g 0 
1 0.0380 174 0.0052 & tot nach 18 Std. 
2 0.020 69 0.0014 Pe “ - 
3 0.015 56 0,0098 & ge 
4 0,010 55 0.0006 2 2 32 03 +». » # >» 
5 0.010 152 0.0015 = 6 48 03 ° . = « 
6 —- 0,008 65 = -0,9005 ms » » 48 
7 0,008 188 0.0015 & ~ oP 
8 0,005 139 0.9097 = Tier bleibt am Leben 
9 0,003 207 0,0006 i ye" oe 
10 0,002 129 0.9003 7. . i . 





| Z. Dische u. H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 
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~ bo oy -y4 der Hatt bn ext ge teht Ernahrung Effekt 

1 0,020 169 0,0032 tot nach 18 Std 

2 0.015 148 0,0022 - + 24. 

3 0,010 155 0,0019 —S 2 

4 0,010 170 0,0017 Sn i 

5 0,009 162 0,0014 De 

6 0,008 142 0,0011 ¥ — 

7 0,007 200 0,0014 Tier bleibt am Leben 
8 0,006 186 0,0011 : " ’ * 

9 0,005 192 0,0010 ‘ ‘ . - 





Die Dosis letalis minima des Phosphors fiir normal erndhrte Ratten 
ist also 0,008 g pro Kilogramm. 

Was den Kohlehydratgehalt der Leber betrifft, so ist er hei der 
Phosphorvergiftung, wie bekannt, stark abgesunken, wahrend der 
Fettgehalt bedingt durch die fettige Infiltration der Leber gestiegen 
ist. Die Normalwerte bewegen sich bei gemischtem Futter bei unseren 
Ratten in der Regel etwa um 2°, Gesamtkohlehydrate herum, die 


Fettwerte etwa um 25°). 


II. Toxizitit von Phosphor fiir Ratten bei Mehl- und Speckfiitterung. 





Inj. Menge 


Inj. ’ : Leber 

se. HOM deine Babe rer Gara 
P ing ing | %o | %o 

1 0,020 130 0.0026 tot nach 36 Std. 
2 0015 150 0,00238 | «33 45 |/42/08| . » %& . 
8*/ 0,010 110 0,0011 g = = $ 5.0 1.6 8,0 Tier bleibt am Leben 
4* 0,008 173 00014 (2° 2S 50 02185 - » + - 
5 0,005 175 ©0009 | BE eel ee 
6 0,003 147 0.0004 ‘ eta VE 
7 0,020 125 0.0025 tot nach 24 Std. 
8 O015 215 0,0033 | 3 SF 
9 0,010 175 0,0018 [a 60 |388/03). » %, 
10 0008 235 0,0019 { 5 65 |46/03). . %., 
11 0,005 153 ~©=0,0008 | 8 Tier bleibt am Leben 
12 0,003 165 0,000 | ps (see 





* Ratte Nr. 3 und 4 wurden zwei Wochen nach der Injektion mit Chloroform getiitet 
and ihre Lebern untersucht. 
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gy 
10 
11 


12 


und 


Inj. 
Menge 
pro kg 

in g 


0.015 
0.012 
0.010 
0,008 
0,095 
0,003 


0.015 
0.012 
0.010 
0.008 
0.005 
0,003 


* Ratte Nr 


Gewicht 
der Ratte 


ing 


135 
115 
165 

95 
109 
130 


120 
160 
150 
150 
170 


205 


und 4 wurden 


Inj. Menge 


pro 
Effektiv- 
gewicht 

in g 


0.0020 
0.0014 
0.0017 
0.0008 
0,0005 
0.0004 


0.0918 
0.0019 
0.0015 
0.0012 
0.0009 
0.0006 


ihre Lebern untersucht. 








zZwWel 


Futter 


a 
LR 
u 
4 


Wochen nach der Injektion mit Chloroform getiéte 


Leber 
. : Effekt 
Gewicht Fett KH 
Ing 
tot nach 24 Std 
» - 45 
coed 4.5 24 9.7 Tier bleibt am Leber 
Sy > ( 20 7.5 ‘ ” 
cS 0 2, (0 


lier bleibt am Leben 





Inj. Menge 


Nr pro kg in g 
1 0015 
2 0.012 
3 0,010 
4 0,008 
5 0.005 
6 0.0938 
7 0.015 
8 0.012 
9 0.010 

10 0.008 

11 0,005 

12 0,003 


Gewicht 
der Ratte 


in g 


175 
190 
135 
140 
130 
160 


115 
155 
149 
165 
170 
160 


Menge pro 
ktivgewicht Futter Effekt 
in g 


0.0026 
0.0023 
0.0014 
0.0011 
0.0097 


0,0005 


0.00L7 
0.0019 
0.0014 
0,0013 
0.0009 
0.0005 


tot nach 36 Std 
48 


Tier bleibt am Leber 


Mehlgeback 





Speck 


lier bleibt am Leben 





> 
Reiner 


Es wurde also die minimale letale Dosis von Phosphor bei Kohle- 


hydratfiitterung etwa bei 12mg pro Kilogramm, bei Speckfiitterung bei 


8 mg pro Kilogramm festgestellt. 


Ill. Toxizitit von Phosphor fiir Ratten bei Dahlientiitterung, 


Die von den Schalen befreiten 


Dahlienknollen wurden fein zer- 


kleinert. Vom Brei wurden drei Teile mit einem Teil Speck gemischt 


Biochemische Zeitschrift Band 240. 


o 




















66 R. Scholl: 
Inj. Menge Hy 
i. Gewicht Me. Leber 
Ni o kg der Ratte Effektiv- Futter /- araS OP ffe 
7 - in Ps , gewicht — Gewicht Fett | KH Eaekt 
in g in g ( 
1 0.015 95 0,0014 —— tot nach 48 Std 
2 0012 125 0,0015 oo " — 
3* 0,010 140 0.0014 3 = il = 43 23 83. Tier bleibt am Leben 
4* 0.008 160 00018 (@s" Si 41 (2017.7) »- »« » » 
5 0,005 130 90,0007 |= 3ZE* “amd -s 
6 0,003 110 0.0003 oles ee ee 


* Ratte Nr. 3 und 4 wurden zwei Wochen 


und ihre Lebern untersucht. 


nach der Injektion mit Chloroform getiitet 





Gewicht Inj. Menge 


Inj. Menge 


pro 








Nr pro kg in g der Ratte Effektivgewicht Futter Effekt 
ing ing 
l 0.015 150 0,0023 ode tot nach 48 Std. 
2 0,012 205 0,0025 | ats — — aes 
3 0,010 180 0.0018 = S = s Tier bleibt am Leben 
4 0,008 120 0.0010 Sn & ee 
5 0,005 135 0,0007 | ie ie as ca 
6 0,003 110 0,0003 a5 a ae ee 
‘ Gewicht Inj. Men 0 
Nr ms are der Ratte Effektivgewieht Futter Effekt 
in g in g 
1 0.015 164 0,0025 sid is tot nach 48 Std. 
2 0,012 205 0,0025 © z's Tier bleibt am Leben 
3 0,010 193 0,0019 se beams ie Cm 
4 0,008 115 0,0009 a. ¢ « Ss -» 
5 0,005 145 0,0907 mse” i ae 
6 0,003 121 0,0004 ae Ca & 


Auch hier ist die Toxizitat des Phosphors gegeniiber Speckfiitterung 
vermindert. Dosis letalis minima: 12 bis 15 mg P pro Kilogramm. 


IV. Toxizitit von Phosphor bei Weglassen der Kohlehydrate vom Tag der 


Injektion an. 





Inj. 
wr. || Menge 
ing 
1) 0,010 
2 0,008 
3 0,010 
4) 0,008 
5 0,010 
6 0,008 


Gewicht 
der Ratte 
in g 


192 
167 
217 
155 
166 
133 





Inj. Menge 


ro 
Effektiv- 


gewicht 
in g 


0,0019 
0,0013 


0,0022 
0,0012 


0,0017 
0,0011 


| 
} 
\ 
J 


| 
| 


Futter Effekt 


Eine Woche Mehl, vom Tage tot nach 72 Std. 


der Injektion an Speck Tier bleibt am Leben 
Mehl eee Bi 
, tot nach 36 Std. 
Speck 79 


7 
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Es zeigt sich also, dab nach Weglassen des Mehlfutters vom Tage 
der Injektion an der Phosphor giftiger wirkt, als wenn man weiter Meh! 
gibt. Es tritt eben eine raschere, relative Glykogenverarmung ein, die 
durch die Speckfiitterung bedingt ist und die Phosphorvergiftung 
unterstutzt. 


V. Toxizitat von Phosphor bei Kohlehydratfiitterung 
vom Tag der Injektion an. 





a Gewicht Inj. Menge pro 
Nr. 4 he ng der Ratte Effektivgewicht Futter Effekt 
ing in g 
1 0.010 140 0.0014 Vom Tage der tot nach 48 Std 
2 0.008 165 0.0013 | Injektion an > « 8, 
3 0.010 190 0.0019 8 Teile Mehl . « 72 « 
4 0,008 115 0.0009 u.lTeilSpeck - + 4 
Auf diese Weise scheint es also unméglich zu sein, die giftige 
Phosphordosis hinaufzusetzen. Es kommt offenbar die Phosphor- 


vergiftung dem Glykogenanstieg in der Leber zuvor. 
VI. Toxizititsversuche mit Arsenpriiparaten bei verschiedener Ernihrung. 
Es wurden nach demselben Prinzip Versuche mit Natrium kako- 
dylicum, Atoxyl und Neosalvarsan ausgefiihrt. Doch konnte die letale 
Dosis, die fiir Natrium kakodylicum etwa 1,5 g pro Kilogramm und 
fir Atoxyl etwa 0,35 g pro Kilogramm betrigt (beides subkutan bei- 
gebracht), und sich fiir Neosalvarsan auf etwa 0,28 g pro Kilogramm 
stellt (intravenés beigebracht), durch Anderung der Fiitterungsart 
nicht hinaufgesetzt werden. 


Zusammentassung. 


1. Die kleinste tédliche Phosphorgabe fiir Ratten bei subkutaner 
Injektion ist 8 mg pro Kilogramm. 

2. Die letale Dosis Phosphor léBt sich durch Mehl- oder Dahlien- 
knollenfiitterung (Inulin) von 8 mg auf 12 bis 15 mg pro Kilogramm 
verschieben. 

Die Ratten, welche infolge kohlehydratreicher Ernahrung die bei 
Speckernahrung tédlichen Phosphordosen iiberstanden haben, zeigen 
einen Kohlehydrat- und Fettgehalt der Leber, wie er gesunden Tieren 
nach kohlehydratreicher Ernahrung entspricht. 

3. Bei organischen Arsenpriparaten gelang es uns nicht, die 
Toxizitat durch kohlehydratreiche Ernahrung zu_beeinflussen. 

Es muB den Klinikern iiberlassen bleiben zu untersuchen, ob es 
nicht ratsam ware, die Therapie des Icterus gravis mit intravendser 
Dextrosezufuhr bei gleichzeitigen Insulingaben durch kohlehydrat- 


reiche Ernahrung zu erganzen. 


or 





Uber den EinfluB yon Arsenat auf Phosphatumsatz 
und Glykolyse im Blut. 


Von 
A. E. Braunstein. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1951.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit (Engelhardt und Braunstein)! wurde iiber 
Versuche berichtet, in denen durch Zusatz von Natriumarsenat zu 
extravasiertem Blut ein rascher Anstieg der anorganischen Phosphor- 
siure bewirkt wurde. Gewéhnlich kommt es nur dann zu einem solchen 
Anstieg, wenn infolge von Hemmung der Glykolyse die Resynthese 
organischer Phosphorsiureverbindungen ausbleibt, welche normaler- 
weise die im Blut durch die Wirkung der Phosphatase standig in Freiheit 
gesetzte anorganische Phosphorsiure wieder zum Verschwinden bringt 
(vgl. auch Engelhardt?). Im Gegensatz zu allen anderen Faktoren, die 
im Blute den Zuwachs der anorganischen Phosphorsdure férdern, 
bewirkt Arsenat nicht die geringste Hemmung der Glykolyse ; es besitzt 
im Gegenteil eine aktivierende Wirkung auf die Glykolyse, die wir 
bei unseren ersten Versuchen iibersehen hatten®. 

Als erster hat Buchner* die Beschleunigung der zellfreien Vergérung 
der Zucker durch Arsenite beobachtet. Dann zeigten Harden und Young, 
daB die Salze der Arsensdure gleichfalls den Umsatz von Zucker und be- 


! W. Engelhardt u. A. Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 1928. 
2 W. Engelhardt, ebendaselbst 227, 16, 1930. 

3 In einer neueren Arbeit berichten auch Barrenscheen u. Hiibner 
(diese Zeitschr. 229, 329, 1930) iiber diese glykolyseférdernde Wirkung des 
Arsenats, die wir bereits vor 3 Jahren beschrieben haben (Il. c. 1, An- 
merkung zu 8. 63). 

* Buchner, Zymasegérung 1903, S. 187—189. 

5 A. Harden u. W. Young, Proc. Chem. Soc. 22, 283, 1906; Proc. Roy. 
Soc. (B) 83, 451, 1911. 
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sonders von Hexosediphosphat durch Hefte und Hefenpraparate — be- 
schleunigen; Meyerhof! bestatigte die Befunde von Harden und erweiterte 
sie auf den Abbau der Kohlenhydrate und der Hexosephosphorséureester 
durch das glykolytische Ferment des Muskels, welcher ebenfalls durch 
Arsenat gesteigert wird. Die Erklarung der Arsenatwirkung liegt nach 
Harden*® und Meyerhof in einer spezifischen Aktivierung des Abbaues der 
bei Gérung und Glykolyse intermediaér entstehenden Hexosediphosphor- 
séure durch die Phosphatase der Hefe und des Muskels (s. hierzu auch 
Neuberg und Letbowitz*, Neuberg und Kobel*, Raymond und Levene®). Der 
EinfluB von Arsenat auf die Hydrolyse und Vergiérung der kiinstlichen, 
synthetisch hergestellten Kohlenhydratphosphorséureester ist geringfiigig 
(l. ec. 5). Andere Phosphatasen als die am Fermentsystem des Kohlen- 
hydratabbaues beteiligten werden durch Arsenat nicht aktiviert (1. ¢. 3, 
Erdtmann*). Nach Macfarlane? wird auch die Spaltung der Hexosedi 
phosphorséure durch Arsenat nur in Gegenwart von Cozymase aktiviert, 
d.h. wenn gleichzeitig der Hexoserest des Zymophosphats vergoren wird. 
Neuberg und Kobel® haben gefunden, daB Arsenat die Phosphorylierung det 
Zucker durch Trocken- oder Acetonhefe und durch Mazerationssaft deutlich 
hemmt. Nach Meyerhof und Matsuoka® katalysiert Arsenat ahnlich wie 
Phosphat die Oxydation von Fructose durch molekularen Sauerstoff. 


Neuberg und Kobel (|. c. 4) haben nachgewiesen, dai Vanadat eine 
ahnliche gérungsbeschleunigende Wirkung besitzt wie Arsenat. Eine, 
wenn auch schwaéchere Wirkung besitzen nach P. Mayer'® einige organische 
Derivate der Arsenséure, vor aliem Phenyl-Arsinséure und Arsanilséure. 
Auch die Zellatmung wird nach Meyerhof durch: Arsenat  stimuliert. 
Mecklenburg" ist der Meinung, da®B die allgemeine Stimulierung des Stoff 
wechsels bei der therapeutischen Anwendung von Arsenséurederivaten 
auf einem gesteigerten Abbau der Kohlenhydrate im, Kérper beruht, da 
die Arsentherapie zu einer Erhéhung des Respiratidnsquotienten fiihrt. 


In Anlehnung an die erwihnten Anschauungen wurde die An- 
hiufung von anorganischer Phosphorséiure im Blute von Engelhardt 
und Braunstein? als eine Folge der beschleunigenden Wirkung des 
Arsenats auf den Zerfall des Hexosediphosphats (oder in diesem Falle 


1 O. Meyerhof, Die chemischen Vorgaénge im Muskel. Berlin 1930; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918; Pfliigers Arch. 188, 114, 1921; 
diese Zeitschr. 183, 197, 1927; O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturw. 14, 
1277, 1926; diese Zeitschr. 185, 113, 1927; kK. Mey A ebendaselbst 193. 
139, 1928. 

* A. Harden, Alcoholic fermentation 1923, 8. 123— 128 

3 CO. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 461, 1927. 

* C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 174, 480, 1926. 

5 A. Raymond u. P. Levene, Journ. of biol. Chem. 79, 621, 1928 

6° H. Erdtman, Zeitschr. f. physik. Chem. 172, 182, 1927 

Macfarlane, Biochem. Journ. 24, 1051, 1930. 
8 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 
® O. Meyerhof u. Matsuoka, diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 


10 P. Mayer, ebendaselbst 193, 176, 1928. 
1 Mecklenburg, Therapie der Gegenwart 68, 1927, zitiert nach P. Maye? 
12 W. Engelhardt u. A. Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 1928 
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vielleicht eines anderen Phosphorsiureesters) gedeutet —, als Folge der 
Verhinderung einer Anhaufung stabilisierter, phosphorhaltiger Zwischen- 
produkte der Glykolyse. 

Diese eigenartige, einzig dastehende Wirkung des Arsenats auf 
den Phosphat- und Kohlenhydratumsatz verschiedener pflanzlicher 
und tierischer Zellen veranlabte uns, eine eingehendere Untersuchung 
des Kinflusses von Arsenat auf die Glykolyse des Blutes und deren 
Teilfermente in Angriff zu nehmen, in der Hoffnung, neue Anhalts- 
punkte fiir das Verstindnis des Mechanismus der biologischen Arsenat- 
wirkung im allgemeinen zu gewinnen. 


Experimenteller Teil. 


Methodik. 
Alle Versuche wurden mit defibriniertem Kaninchenblut oder ge- 
waschenen Kaninchenerythrocyten ausgefiihrt. Die Bestimmung der 


Phosphorsiéure (Ph.-S.) erfolgte nach Fiske-Subbarow in der von uns vor- 
geschlagenen Modifikation (Braunstein'). Bei der Phosphorséurebestimmung 
in Gegenwart von Arsenat ist stets darauf zu achten, daB die Proben sofort 
nach Entnahme aus dem Wasserbad kolorimetriert werden, da sie sonst 
stark nachdunkeln: unsere Tabellen enthalten fiir die arsenathaltigen 
Proben die korrigierten Ph.-S.-Werte (Engelhardt u. Braunstein, |. c., Anmer- 
kung zu S. 49); fiir m/600 Na-Arsenat betragt die Korrektur 0,004 mg/cem 
P,O,;. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen (in einem Teil der Ver- 
suche im neutralisierten Trichloressigsdéurefiltrat) bestimmt, die Milchséure 
nach Friedemann-Cotonio-Shaffer nach EnteiweiBung mit Metaphosphat 

H,SO,. Néaheres itiber die Anordnung der Versuche siehe bei Engelhardt 
und Braunstein. Die Analysenresultate sind in Milligrammen P,O; und 
Milchséure pro leem der jeweiligen Versuchsmischung angegeben, fiir 
Zucker in Prozenten. 


Arsenat und Phosphatumsatz. 

Wir haben zunachst die Abhangigkeit des Zuwachses der an- 
organischen Ph.-S. im extravasierten Vollblut bei 37°C von der Kon- 
zentration des zugesetzten Arsenats verfolgt. Der Zuwachs ist um so 
stirker, je héher die Arsenatkonzentration. Der Ph.-S.-Zuwachs ist 
bereits bei einer Endkonzentration von m/6400 Natriumarsenat merklich 
héher als in der arsenatfreien Kontrollprobe. Bei Konzentrationen 
iiber m/200 Na-Arsenat ist eine genaue Ph.-S.-Bestimmung nicht mehr 
méglich; daher konnte die obere Grenze der Steigerung des Ph.-S.- 
Zuwachses nicht ermittelt werden. 

Die Resultate eines solchen Versuchs sind in Abb. 1 wiedergegeben ; 
zum Vergleich ist eine Probe des gleichen Blutes mit angefiihrt, in der 
die Glykolyse durch Zusatz von Natriumfluorid gehemmt wurde. 


1 A. Braunstein, Journ. Exp. Biol. i Med. 9, 277, 1928 (russisch). 
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Die GréBenordnung der Abspaltung anorganischer Ph.-S. unter 
dem Einflu8B von m/600 Arsenat (diese Endkonzentration wurde in 
der Mehrzahl der im folgenden beschriebenen Versuche angewendet) 
veranschaulicht Tabelle I, in der Versuche aus verschiedener Zeit zu- 
sammengestellt sind. 

Die gleiche Steigerung des Ph.-S.-Zuwachses bewirkt Arsenat in 
gewaschenen, in glucosehaltiger Ringerlésung suspendierten Erythro- 
eyten. Der Ph.-S.-Zuwachs wird dabei ungefihr ebenso groB wie in 
Erythrocyten, die in glucosefreiem Ringer suspendiert sind (in letzterem 
Falle, wo in Ermangelung von Substrat keine Glykolyse vor sich geht, 
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Abb. 1 
EinfluB von Arsenat auf den Zuwachs anorganischer Ph.-S. im Blut in vitro 


wird die Ph.-S.-Abspaltung durch keine Resynthese kompensiert). 
Zusatz von Arsenat zu glucosefreien Erythrocyten bewirkt nur eine 
unbedeutende weitere Steigerung des rasch erfolgenden Ph.-S.-Zu- 
wachses (Tabelle II). 

In hamolysierten Erythrocyten, in denen eine stiirmische Ab- 
spaltung anorganischer Ph.-S. stattfindet, ist Zusatz von Arsenat 
ohne EinfluB auf den Ph.-S.-Zuwachs. In fluoridhaltigen Proben 
bewirkt es (wahrscheinlich infolge unvollstandiger Hemmung der 
Glykolyse durch den Fluoridzusatz) eine, wenn auch unbedeutende 
Steigerung des an und fiir sich betrichtlichen Zuwachses der anorgani- 
schen Ph.-S. 

Die Wirkung des Arsenats ist ausschlieBlich auf die Blutkérperchen 
gerichtet : die Ph.-8.-Abspaltung in Serum mit Zusatz von Erythrocyten- 
kochsaft, hexosediphosphorsaurem Natrium, Glycerophosphat oder 
Pyrophosphat wird durch Arsenat nicht gesteigert ; mit anderen Worten, 
die Serumphosphatase wird durch Arsenat nicht aktiviert. 

Es war weiterhin von Interesse, den EinfluB des Arsenats auf die 
Verteilung der Ph.-S. zwischen den verschiedenen Fraktionen der 
organischen séureléslichen Ph.-S.-Verbindungen des Blutes zu unter- 
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EinfluB von Arsenat auf Phosphatumsatz und Glykolyse im Blut. 


suchen bzw. zu ermitteln, welchen Phosphorverbindungen die unter 
dem KinfluB von Arsenat in Freiheit gesetzte anorganische Ph.-S. ent- 
stammt. 


Da eine quantitative analytische Trennung der Ph.-S.-Verbindungen 
des Blutes, die zum Teil noch génzlich unerforsecht sind, zurzeit nicht 
mdéglich erscheint, griffen wir zu dem von Lohmann’ fiir die Ph.-S.-Ver 
bindungen des Muskels angewendeten Verfahren der fraktionierten Hydro 
lvse der Ph.-S.-Verbindungen im eiweifBfreien Filtrat durch Kochen mit 
n Salzsiure. Auf diese Weise laBt sich die gesamtséurelésliche Ph.-S. 
auch im Blute angenéhert in mehrere Fraktionen aufteilen, und zwar: 
1. die vorgebildete anorganische Ortho -Ph.-S. (0’-Wert); 2. die innerhalb 
der ersten 7 Minuten abspaltbare Ph.-S. (7’-Wert minus 0’-Wert); 3. die 
von der siebenten Minute an binnen 2 Stunden abspaltbare Ph.-S. (120’ 
Wert minus 7’-Wert) und 4. der im Laufe von 2 Stunden nicht hydrolysier- 
bare Anteil der gesamtséureléslichen Ph.-S. (Veraschungswert minus 120’- 
Wert). In Ubereinstimmung mit den Erfahrungen von Lohmann? und Engel 
hardt (|. c.) fanden wir, da®B die Hydrolysenkurve um die siebente Minute 
einen ziemlich scharfen Knick erfaéhrt; von hier ab geht die hydrolytische 
Ph.-S.-Abspaltung viel langsamer vor sich. Wir sind daher berechtigt, 
die Fraktion 2 mit den genannten Autoren als der Pyrophosphatfraktion 
im Muskel und anderen Geweben gleichbedeutend anzusehen. Um det 
Abspaltung von Nicht-Pyrophosphat-Ph.-S. in den ersten 7 Minuten 
Rechnung zu tragen, muB durch graphische Extrapolierung der zwischen 
7 und 15 Minuten stattfindenden Hydrolyse (oder durch die entsprechende 
Berechnung) der ,.korrigierte Nullwert*’ (Lohmann, |. ¢.: vel. aueh 
Engelhardt, |. c.) ermittelt werden, welcher angibt, wieviel Ortho-Ph.-S 

Pyro-Ph.-S die Probe vor Beginn der Hydrolyse enthielt. Aus diesem 
Wert wird durch Abzug der direkt bestimmbaren Ortho-Ph.-S. der wahre 
Pyrophosphatgehalt errechnet. Ob das ,,.Pyrophosphat*’ in freier Form 
vorliegt, oder, was wahrscheinlicher erscheint, in organischer Bindung 
(Engelhardt), muB dahingestellt bleiben. Fraktion 3, bei deren Berechnung 
ebenfalls an Stelle der 7’-Werte der ,,korrigierte Nullwert** zu gebrauchen ist, 
umfaBt verschiedene, nicht niéher bestimmbare Ph.-S.-Verbindungen; 
jedenfalls kénnen wir annehmen, da die im Blutfiltrat enthaltene Nucleotid 
Ph.-S., das Glycerophosphat und etwaige Hexose-Ph.-S.-Ester bei der 
zweistiindigen Hydrolyse so gut wie vollstaéndig gespalten werden. Im 
folgenden wird diese Fraktion als .,leicht hydrolysierbare Ester-Ph.-S.** 
bezeichnet. Fraktion 4 ist endlich nach ihrer GréBenordnung und ihrem 
Verhalten gegentiber der Hydrolyse als ziemlich genau iibereinstimmend 
mit der Glycerinséure-Diphosphorséure (Greenwald, Jost, M. Vogt) zu 
betrachten, welche bekanntlich durch stundenlange Séurehydrolyse fast 
gar nicht angegriffen wird*; diese Fraktion bezeichnen wir als ..schwet 
hydrolysierbare Ester-Ph.-S.** 


In einer Reihe von Versuchen haben wir die Verteilung der Ph.-S 
zwischen diesen Fraktionen im Vollblut und in Erythrocyten vor und 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 

2 Derselbe, ebendaselbst 202, 446, 1928; 203, 164, 192s. 

3 H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927; M. Vogt, diese 
Zeitschr. 211, 1, 1929. 
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nach dem Aufenthalt im Thermostaten mit und ohne Arsenat verfolgt. 
Als Beispiel der durchaus eindeutigen Resultate dieser Versuche sind 
in Tabelle III die Ergebnisse von je einem Versuch mit gewaschenen 
Blutkérperchen und mit Vollblut wiedergegeben. Die Resultate des 
Versuchs vom 16. Februar sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. 
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Abb. 2. 
Einfluss von Arsenat auf die Verteilung der Ph.-S.-Fraktionen in Erythrocyten. 
(Kurven der fraktionierten Hydrolyse.) 


Der Zuwachs der anorganischen (Ortho-) Ph.-S. in ausgewaschenen 
glucosefreien Erythrocyten (Versuch vom 16. Februar, Probe a) erfolgt, 
wie wir sehen, hauptsachlich auf Kosten des Zerfalls der ,, Pyrophosph at “- 
Fraktion und eines Teiles der schwer hydrolysierbaren Ester; die leicht 
hydrolysierbare Fraktion erfihrt wihrend 2!/, Stunden im Thermo- 
staten nur eine geringfiigige Aufspaltung und ist am Ph.-S.-Zuwachs 
wenig beteiligt. (Der ,,Pyrophosphat‘’-Gehalt war in diesem Versuch 
von Anfang an geringer als in den anderen Versuchen; anscheinend war 
bereits wahrend des Auswaschens der Erythrocyten ein Teil dieser 
Fraktion zerfallen.) In der glucosehaltigen Probe (b), wo nach 
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2!/, Stunden fast gar kein Ph.-S.-Zuwachs stattfindet, bleibt auch die 
Verteilung der gebundenen Ph.-S. zwischen den verschiedenen Frak- 
tionen ungedndert. Die Hydrolysekurven vor und nach dem Aufenthalt im 
Thermostaten liegen dicht beieinander und verlaufen parallel ; der ,,Pyro- 
phosphat™-Wert hat sich nicht geandert ; die kleine Menge abgespaltener 
anorganischer Ph.-S. entstammt der schwer hydrolysierbaren Fraktion. 

Gehen wir zu den Proben mit Zusatz von Na-Arsenat iiber, so 
sehen wir, dab der Phosphatumsatz in der glucosefreien Probe (c) durch 
die Gegenwart von Arsenat wenig beeinfluBt wird. Abgesehen von 
einer etwas starkeren Aufspaltung der leicht hydrolysierbaren Fraktion 
unterscheidet sich diese Probe wenig von der arsenatfreien. Desto 
auffallender ist der EinfluB des Arsenats auf die mit Glucose versetzten 
Erythrocyten (Probe d). Ungeachtet der in gesteigertem Mabe fort- 
schreitenden Glykolyse ist hier im Gegensatz zu der entsprechenden 
arsenatfreien Probe b ein erheblicher Zuwachs der anorganischen Ph.-S. 
erfolgt, der in der Aufspaltung des ,,Pyrophosphats* und eines Teiles 
der schwer hydrolysierbaren Ph.-S.-Ester seine Quelle hat. Die Menge 
der in Freiheit gesetzten Ph.-S., sowie das Ausmab der Spaltung der 
einzelnen Fraktionen stimmen weitgehend mit dem Verhalten der beiden 
glucosefreien Proben a und ¢ iiberein; die drei Hydrolysekurven haben 
fast den gleichen Verlauf. “Ganz entsprechend verhalt sich der Ph.-S.- 
Umsatz im Vollblut (vgl. Tabelle III, Versuch vom 10. Februar). Die 
Glykolyse im Thermostaten geht 3 bis 4 Stunden ohne nennenswerten 
Ph.-S.-Zuwachs vor sich (mitunter wird in Laufe der ersten 2 Stunden 
sogar eine gewisse Abnahme der freien Ph.-S. beobachtet). Nach dem 
Aufenthalt im Thermostaten erscheint die Verteilung der Ph.-S. zwischen 
den einzelnen Fraktionen nahezu ungeandert ; in einem Teil der Versuche 
hat, wie in dem Versuch vom 10. Februar, eine kleine Zunahme der 
leicht hydrolysierbaren Fraktion auf Kosten der ,,Pyrophosphat*- 
Fraktion und der schwer hydrolysierbaren Ester stattgefunden. Im 
arsenathaltigen Blut finden wir dagegen am Ende des Versuchs ent- 
sprechend dem miachtigen Zuwachs der anorganischen Ph.-S. eine 
erhebliche Abnahme der schwer hydrolysierbaren Fraktion (Glycerin- 
sdure-Diphosphorsiéurefraktion) und _ vollstaindige oder weitgehende 
Aufspaltung des ,,Pyrophosphats“, bei meistens praktisch ungedndertem 
Gehalt an leicht hydrolysierbaren Estern; mit anderen Worten, in 
Gegenwart von Arsenat zeigt der Ph.-S.-Umsatz des Vollblutes dasselbe 
Verhalten wie in den ausgewaschenen glucosefreien Erythrocyten mit 
oder ohne Arsenat. 

Die kiirzlich  ver6ffentlichten Untersuchungen von Barrenscheen 
und Mitarbeitern! iiber das Verhalten des Pyrophosphats bei der Glykolyse, 


1 H.K. Barrenscheen u. B. Vasdrhelyi, diese Zeitschr. 230, 330, 1931; 
Barrenscheen u. K. Braun, ebendaselbst 231, 144, 1931. 
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deren experimentelle Resultate im wesentlichen mit unseren Befunden 
in Einklang stehen, konnten bei unseren bereits abgeschlossenen Ver- 
suchen nicht mehr beriicksichtigt werden. Zu den theoretischen Aus- 
fiihrungen von Barrenscheen sei hier nur folgendes bemerkt. Die 
Behauptung von Barrenscheen, daB Engelhardt und Braunstein den Zu- 
sammenhang des organischen Phosphats und der Glykolyse ablehnen, ist 
nur so zu erkléren, da’ unsere Arbeit von Barrenscheen véllig miB- 
verstanden worden ist, denn die wesentlichste Folgerung der Arbeit ist ja, 
daB die Glykolyse zur Synthese stabilisierter organischer Ph.-S.-Ver- 
bindungen fiihrt. Die Hypothese Barrenscheens, daB die Aufspaltung orga- 
nischer Ph.-S.-Verbindungen namentlich der ,,Pyrophosphat‘'-Fraktion des 
Blutes, die Ursache jeder Glykolysehemmung sei, vermag keineswegs die von 
Engelhardt und mir beobachtete betraéchtliche Abspaltung anorganischer 
Ph.-S. in glucosefreien Erythrocyten zu erklaren, wo die Glykolyse lediglich 
infolge des Mangels an Substanz ausbleibt, wahrend die glykolytische 
Wirksamkeit nicht im geringsten geschédigt ist, wie durch den Abbau 
nachtraéglich zugesetzter Glucose erwiesen werden kann. Ebensowenig 
wird diese Annahme der Tatsache gerecht, daB die Glykolyse nach ab- 
gelaufenem Abbau des eigenen Blutzuckers und sehr betrachtlicher Zunahme 
der anorganischen Ph.-S. noch nach 24 Stunden (nach unseren Beob- 
achtungen wird die Pyrophosphatfraktion im Laufe dieser Zeit so gut wie 
vollstaéndig aufgespalten) durch Zusatz von Glucose wieder in Gang gesetzt 
werden kann (Roche und Roche'), zugleich wird die weitere Zunahme der 
anorganischen Ph.-S. hintangehalten. Im Gegenwart von CaCl, vollzieht 
sich die Glykolyse ungehindert, wéhrend die anorganische Ph.-S. erheb- 
lich zunimmt; auch die Fluoridhemmung der Glykolyse wird durch 
iiberschiissiges CaCl, aufgehoben, wobei unter Umstanden ein betraéchtlicher 
weiterer Anstieg der anorganischen Ph.-S. erfolgt (Roche und Roche, 1. c.). 
SchlieBlich widersprechen der Vorstellung Barrenscheens unsere vorliegend 
mitgeteilten Befunde, demzufolge im Blute in Gegenwart von Arsenat und 
besonders von Vanadat eine auBerordentlich intensive Zunahme der an- 
organischen Ph.-S. und vollstandige Aufspaltung der ,,Pyrophosphat*‘- 
Fraktion erfolgen kann, wahrend die Glykolyse nicht gehemmt wird, 
sondern im Gegenteil gesteigert erscheint. 


Die Aufspaltung der Ph.-S.-Verbindungen des Blutes ist eben nicht 
als die primére Ursache der Glykolysehemmung zu betrachten, sondern 
als eine Folge der bei fehlender Glykolyse ausbleibenden Resynthese der 
standig in Freiheit gesetzten Ph.-S. Genau das gleiche gilt fiir die Be- 
ziehungen zwischen der Atmung und dem Umsatz der Ph.-S. in den kern- 
haltigen Vogelerythrocyten, wie von Engelhardt (l.c. 2) nachgewiesen 
worden ist. Es soll hiermit nicht in Abrede gestellt werden, daf der Pyro- 
phosphatfraktion eine gewisse aktivierende Rolle bei der Glykolyse im 
Blute zukommen kann, éhnlich wie dies im Laboratorium von Meyerhof 
fiir die Adenylpyrophosphorséure des Muskels erwiesen worden ist (1. e. 5). 


Zur genaueren Charakteristik des Einflusses von Arsenat auf das 
Schicksal der einzelnen Ph.-S.-Verbindungen des Blutes haben wir 
ferner einige Versuche zur Bestimmung der Glycerinsaure- Diphosphor- 
sdure im Bleiacetatniederschlag nach Jost (l.c.) vorgenommen. Die 


A. Roche u. J. Roche, Bull. d. 1. Soc. d. chim. Biol. 2, 549, 1929. 
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Versuche muBten aber alsbald aufgegeben werden, da es sich heraus- 
stellte, daB die Bleiacetatfraktion neben der anorganischen Ph.-S., 
der Nucleotid-Ph.-S. und dem  Glycerinsdéure-Diphosphorsaureeste: 
auch das ,,Pyrophosphat*’ des Blutes einschlieBt, welches zu der Zeit 
der Versuche von Jost noch nicht bekannt war. Wir fiihrten auch einige 
Bestimmungen der reduzierenden Ph.-S.-Ester in Erythrocyten aus, 
unter Anwendung des Lactacidogenverfahrens von Embden und Jost!. 
Die Reduktion der Ph.-S.-Ester im Blute kann allerdings nicht ohne 
weiteres auf den Gehalt an Hexose-Monophosphorsaureestern bezogen 
werden, da tiber die reduzierenden Ph.-S.-Verbindungen des Blutes 
noch so gut wie gar nichts bekannt ist. In guter Ubereinstimmung mit 
dem Verhalten der leicht hydrolysierbaren Ester in den Hydrolyse- 
versuchen ergab sich, daB der Gehalt der Erythrocyten (mit und ohne 
Glucose) an reduzierenden Ph.-S.-Estern wahrend des Aufenthalts 
im Thermostaten keine oder geringfiigige Anderungen erfahrt und auch 
durch den Zusatz von Arsenat nicht eindeutig beeinfluBt wird. Als 
Beispiel seien die Resultate eines derartigen Versuchs (Tabelle IV) 
mitgeteilt, in dem die reduzierenden Ph.-S.-Ester ungeandert ge- 
blieben waren. 
Tabelle IV. 


Einflu8 von Arsenat auf die reduzierenden Ph.-S.-Ester in Erythrocyten. 





Reduktion der Ph -S.-Ester nach Embden-./ ost, 
ausgedriickt in mg Glucose pro cem 


zu Beginn nach 4 Std 
a) 3cem Erythrocyten + 3ccm Ringer 
ERE Se Nar oe eee 0,114 0,114 
b) 3ecem Erythrocyten + 3 ccm Ringer- 
Locke (0.2% Glucose) ...... 0,116 0,114 
c) Wie b, mit Zusatz von m/600 Na- 
es 6s aks es i 0,111 


Arsenat und Glykolyse. 


Die eingehendere Untersuchung des Einflusses von Arsenat auf 
den Kohlenhydratabbau (die Glykolyse) im Blute betraf zunachst 
den Zuckerschwund im Vollblut in vitro unter Zusatz verschiedener 
Konzentrationen von Na-Arsenat. Die Resultate der Versuche zeigten, 
daB Arsenat in den verschiedensten Konzentrationen die Glykolyse des 
Blutes zu steigern vermag, aihnlich wie es die Glykolyse des Muskel- 
gewebes und die Hefegarung steigert. Die glykolyseférdernde Wirkung 
ist noch bei Arsenatkonzentrationen unter m/4000 deutlich zu_ er- 


' G. Embden u. H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 24, 1928. 
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kennen und erreicht zwischen m/1000 und m/500 ihr Optimum; Kon- 
zentrationen tiber m/100 hemmen die Glykolyse (s. Tabellen V und VI, 
Abb. 3 und 4). 
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Einftlufi verschiedener Arsenat- 
konzentrationen auf den Zuckerschwund. 


Hemmung der Glykolyse durch hohe 
Arsenatkonzentrationen. 
Tabelle V. 


EinfluB verschiedener Arsenatkonzentrationen auf den Zuckerschwund 
im Vollblut. 





2cem Blut + 1 ccm Ringer-Locke (0,1°)) Glucose) 














sa 





Zu Beginn 
Nach 2!/, Std. 


Abnahme 


Abnahme (in °% des Anfangs- 


gehalts) 


ohne 
Ar- 
senat m 4800 


0,165 - 
0,144 | 0,136 


0,021 | 0,029 


Tabelle V 


mit Na-Arsenat, Endkonzentration 
m/2400) m 1200) m 600 m/300 m_ 150 


Glucose in °), 


0,126 0119 0,116 0,123 0,131 
0,939 0.046 0,049 0,042 0.034 


236 279 303 25 207 


a 


Hemmung der Glykolyse im Vollblut durch héhere 
Arsenatkonzentrationen. 





Zu Beginn 
Nach 2 Std. 


Abnahme 


2eem Blut + leem Ringer-Locke (0,1° 9 Glucose) 


ohne 
Ar- 
senat 


0,107 
0,065 


0,042 


Abnahme (in % des Anfangsgehalts) 39,3 


mit Na-Arsenat, Endkonzentration 
m/240 = m/120 m 60 m_ 30 m 15 


Glucose in °/ 


0106 — - - - 
0,063 | 0,065 | 0,071 0,084 0,089 


0,943 0,041 0,035 0,022 | 0.017 
406 388 330 207 15.5 
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Der stimulierende Effekt des Arsenatzusatzes wurde nie vermibt; 
wenn auch verschieden stark, war er dennoch in allen Versuchen deutlich 
kenntlich (Tabelle VII); es will den Anschein haben, daB er besonders 
ausgepragt ist in denjenigen Fillen, wo die Glykolyse in der arsenat- 
freien Probe geschadigt oder aus unbekannten Griinden geringfigig ist. 


Tabelle VII. 


Stimulierung der Blutglykolyse durch Arsenat. 





A. B. 
2cem Blut + 1 ecm Ringer (in einem - ‘ 
page _ 7 " Vie fusats 600 eng 
Teil der Versuche mit 0.2°/, Glucose) Wie A, mit Zusatz von m/600 Arsenat 
Datum - 

Glucose in ©/o 


zu Beginn nach 2 Std. Abnahme zu Beginn | nach 2 Std Abnahme 

7: Ff 0,080 0,964 0.016 0,080 0.947 0.033 
26. IIL. 0,168 0,139 0.029 0.168 0,122 0 046 
29. IIl. 0,095 0,060 0.035 0.095 0.049 0.046 
we 0,168 0,148 0.020 0,168 0,139 0.029 
20. VI. 0,103 0,059 0.044 0,103 0,042 0.061 
a 4 0,165 0,159 0.006 0,166 0,138 0,028 
mw i. 0,164 0,143 0.021 0,169 0,116 0.048 
mm 0,165 0,144 0.021 0,165 0.123 0042 
. ae. + 0,138 0,099 0.089 0,138 0,088 0050 
, a 2 0,165 0,135 0.030 0,153 , = 0,106 0,047 
> <. 0162 * 0,142 0.026 0,164 0,116 0.048 
5. XII 0,141 0.111 0.030 0,141 0,998 0.048 
.. 0,194 0,146 0.048 0,193 0,122 0.071 
Mittelwert: 0,143 0,117 0.026 0.142 0,098 0.044 

18.2% 31.0% 
des Anfangs- des Anfangs- 
gehalts gehalts 


Tabelle VIII. 


Zeitlicher Verlauf der Glykolyse mit und ohne Arsenat. 





Zeit 


0 (30Min./1 Std. 2Std. 3Std. 6Std. 7 Std. 8 Std. 21 Std. 24 Std. 


Glucose in % 9 


A.10cem Blut + 
lecm  Ringer- 
lésung . . . . 0,165) 0,156) 0,149 0,140|0,136 0,103 0,090 | 0,081 0,027 0,025 


B. Wie A, mit Zu- 
satz von m/550 





Na-Arsenat . . 0,162 0,151 0,136 9,114/ 9,097 0,078 0,061 0,054 0,024 0,028 
Zuckerschwund in °/, des Anfangsgehalts 

a. gone > «kee So ee 9,7 | 14.9) 17,6 37.6 | 45.5 | 50.9 83,7 | 843 

B.......i — | 69 | 16,0 | 29,9 | 39,4 | 50,9 | 72,5 | 77,8 | 85,2 | 86,4 


Der zeitliche Verlauf der Glykolyse mit und ohne Arsenat ist 
charakteristisch fiir die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit 


Biochemische Zeitschrift Band 240. 6 
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durch das zugesetzte Agens bei beschrinkter Menge des Ausgangs- 
produktes im System. Am Anfang divergieren die Kurven des Zucker- 
schwunds, nach 2 bis 3 Stunden erreicht die Differenz zwischen der 
arsenathaltigen und der arsenatfreien Probe ihr Maximum und nimmt 
alsdann mit fortschreitendem Zuckerverbrauch ab, bis in beiden Proben 
die gleiche Restreduktion erreicht ist (Tabelle VIII). 

DaB die Steigerung des Zuckerschwunds durch Arsenat tatsachlich 
auf einer Erhéhung der Glykolysegeschwindigkeit beruht und_ nicht 
auf andersartigem Zuckerverbrauch!, wird durch Versuche bewiesen, 
in denen die Milchséurebildung im extravasierten Blute bestimmt 
wurde. Die Menge der gebildeten Milchsiure war stets in Gegenwart 
von Arsenat gréBer als in der arsenatfreien Probe (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 


EinfluB von Arsenat auf die Milchséurebildung im extravasierten Blute. 





Milchsiure in mg/eem 


Datum Zusammensetzung der Proben 
zu Beginn nach3Std. Zuwachs 
17. Il. A. 4cem Blut + teem Ringer . . 0,610 0,825 0.215 
B. Wie A, mit m/100) Na-Arsenat - 1,005 0,395 
20. VI. A. 3ccm Blut + leem Ringer . . 0,348 0,763 0415 
B. Wie A, mit m/400 Na-Arsenat . — 0,830 0,482 
5cem Blut + 0,5cem Ringer. . 1,900 2,352 0452 


— 
sS 
~ 

a> 


Wie A., mit m/550 Na-Arsenat 2.568 0.668 
Zuwachs 
nach 2 Std. nach 2 Std 


18. X. A. 4ecm Blut + 2 cem Ringer-Locke 


Te WNP. os: Series 0,847 0,891 0.044 
B. Wie A., mit m/300 Na-Arsenat . — 0,966 0119 
19. X. A. 4ecem Blut + 2 cem Ringer-Locke 
Ee ee ee 0,894 1,000 0,106 
B. Wie A., mit m/300 Na-Arsenat. . 1,170 0,276 


EinfluB von Vanadat auf den Ph.-S.-Umsatz und die Glykolyse. 

Neuberg und Kobel? haben in einer Reihe von Versuchen nach- 
gewiesen, das die zellfreie Vergirung des Hexosediphosphats und 
auch der freien Hexosen durch Natriumvanadat ahnlich wie durch 
Arsenat, aber schwacher beschleunigt wird. Bei héheren Konzentra- 
tionen (0,1 molar) wirkt Vanadat vergiftend und hemmt die Garung. 

Es schien uns in Anbetracht dieser Befunde von Interesse, zu 
ermitteln, ob auch der Phosphatumsatz und die Glykolyse des Blutes 


1 Es ist allerdings méglich, daB das Arsenat auch die (an sich geringe) 
Veratmung des Zuckers durch die kernlosen Erythrocyten verstaérkt; in 
unseren Versuchen wurde die Atmung der Erythrocyten nicht gemessen. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 174, 480, 1926. 
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durch Vanadat in ihnlicher Weise wie durch Arsenat beeinfluBt werden. 
Wir stellten daher Versuche an, in denen an Stelle von Arsenat die 
entsprechenden Konzentrationen von Natrium- oder Ammonium- 
vanadat!, gelést in Ringerlésung, zu gewaschenen Erythrocyten oder 
Vollblut zugesetzt wurden. 

In der Tat bewirkt der Zusatz von Vanadat zu glykolysierenden 
Erythrocyten oder zu Vollblut einen auferordentlich starken Anstieg der 
anorganischen Ph.-S. (Tabelle X). Der Anstieg ist erheblich gréBer 
als der durch Arsenat verursachte; im Gegensatz zu Arsenat steigert 
Vanadat auch in glucosefreien Erythrocyten bedeutend den Ph.-S.- 
Zuwachs. Besonders bei héheren Konzentrationen von Vanadat (m/200) 
erreicht der Zuwachs der anorganischen Ph.-S.-Werte, die wir sonst 
in keinem anderen Falle beobachtet haben. Sogar die Himolyse, die 
von allen anderen Faktoren den starksten Zuwachs hervorruft, bewirkt 
keine derart intensive Abspaltung anorganischer Ph.-S. Der EinfluB 
des Vanadats auf den Ph.-S.-Zuwachs ist besonders demonstrativ, da 
es auch in héheren Konzentrationen die Farbung des Phosphorséure- 
reagens von Fiske-Subbarow nicht beeinfluBt und daher im Gegensatz 


Tabelle X. 


Einflu8 von Vanadat auf den Ph.-S.-Zuwachs ‘in Erythrocyten und im 
Vollblut. 





Anorgan. P.O, in mg/cem 
Datum Zusammensetzung der Proben 


a 2 nat. Zuwachs 
18. V.. A. 2ecem Erythrocyten + 2 ccm Ringer- 
Locke (0,2 °%, Glucose) . ..... 0,060 0,080 0,020 
B. Wie A., mit m/300 Na-Vanadat. . . 0,060 0.0327 0.267 
28. XI. A. 2cem Blut + lecem Ringer-Locke 
OE ae eee a ee 0,055 0,063 0.008 
B. Wie A., mit m600 Ammon-Vanadat _ 0,216 0.161 
17. XII. A. 2cem Blut + 0,5cem Ringer . . . 0,060 0,060 0 
B. Wie A., mit m/600 Na-Vanadat. . . 0,046 0,186 0.140 
zu nach 
21. V. A. 2ecm Blut + 1 ccm Ringer-Locke Beginn 4 Std Zuwachs 
| ty Se ee 0.050 0,038 0.012 
B. Wie A., mit m/8S00 Na-Vanadat . : 0,063 0.018 
. £2. ae ; i 0,116 0.066 
D , A, , m2Ww ‘ vo. 0,048 0,170 0,122 
E. , A. , m/890 Ammon.-Vanadat 0,088 0,038 
F. , A. , m/490 . _ 0,174 0,124 
GS 9» Ay » mae i" 0,050 0,318 0,268 


1 Durch Kontrollversuche wurde nachgewiesen, dafS Ammonium (als 
Chlorid) in den betreffenden Konzentrationen weder hiamolytisch wirkt, 
noch eine Anderung des Phosphatumsatzes oder der Glykolyse herbeifiihrt 


6 * 
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zu Arsenat keine Korrektur erforderlich macht. Der Ph.-S.-Zuwachs 
in Gegenwart von Vanadat ist enzymatischer Natur, denn aus Erythro- 
cytenkochsaft und aus Lésungen von Glycerophosphat und Hexose- 
phosphat wird durch Vanadat keine anorganische Ph.-S. abgespalten. 
Die Wirksamkeit der Serumphosphatase wird durch Vanadat nicht 
gesteigert. 

Auf die Glykolyse im Blute wirkt Vanadat genau in derselben 
Weise wie Arsenat, d.h. es steigert sowohl den Zuckerschwund wie 
die Milchsaéurebildung, und zwar in demselben MaBe wie die gleichen 
Arsenatkonzentrationen (Tabellen XI und XII). Bemerkenswert ist, 
daB die Glykolyse in Gegenwart von m/200 Vanadat mit erhéhter 
Geschwindigkeit fortschreitet unter Bedingungen, bei welchen fast 
die Hialfte der gesamtsiureléslichen Ph.-S. in anorganischer Form 
abgespalten vorliegt (vgl. die Betrachtungen von Barrenscheen (|. c.) 
iiber die Aufspaltung der Ph.-S.-Verbindungen des Blutes als Ursache 
der Glykolysehemmung). 


Tabelle XI. 


EinfluB verschiedener Konzentrationen von Vanadat auf die CGlykolyse. 





2cem Blat + 1cem Ringer-Locke (0,4 °/, Glucose) 


mit Ammonium-Vanadat, End- 

ohne konzentration 
Vanadat . 
m/800 m/400 m/200 


Glucose in 9/9 











0 SR ee eee 0,222 — — 0,222 
Nach 2 Stunden oe ia cd eh 0,184 0,154 0,156 0,168 
ae ae ee ae 0,038 0,068 0,066 0.054 
Abnahme in °%, des Anfangsgehalts 17,1 31,1 29,7 243 
Tabelle XII. 
Steigerung der Glykolyse durch Vanadat und durch Arsenat. 
8eem Blut + 1ecem Ringer 
f it tak Lhe ae. ale 
ohne Zusatz m/400 , m/400 Ne-Vanadat 
Glucose in mg/ecm 
he 1,03 ~- - 
Nach 3 Stunden .. . 0,59 0,42 0,40 
See. eG. SK 0,44 0,61 0,6: 
Milchséure in mg/ecm 
ee 0,348 _ _ 
Nach 3 Stunden .. . 0,753 0,830 0,841 
Zuwachs . 0,482 0493 
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Bei der nahen chemischen Verwandtschaft des Vanadiums und 
des Arsens erscheint die Annahme gerechtfeitigt, daB dem iiberein- 
stimmenden EinfluB des einen und des anderen auf den Ph.-S.-Umsatz 
und die Glykolyse auch der gleiche Wirkungsmechanismus zugrunde 
liegt. Wir stellten auch einige Versuche mit den chemisch verwandten 
Antimoniaten an, die aber kein eindeutiges Ergebnis lieferten, an- 
scheinend infolge der Ausfallung von schwer léslichem Natriumpyro- 
antimoniat; eine glykolysesteigernde Wirkung scheint aber auch in 
diesen Versuchen angedeutet zu sein. 


EinfluB von Arsenat auf die Hexosediphosphatase und die Apozymase 
(Glykolase) der Erythrocyten. 


Wie eingangs erwaéhnt wurde, erblicken die meisten Autoren (Harden, 
Meyerhof, Neuberg) die Ursache der stimulierenden Wirkung des Arsenats 
auf den Kohlenhydratabbau in der von ihm bewirkten Aktivierung des 
Zerfalls der Hexosediphosphorséure. Diese Aktivierung scheint jedoch aufs 
innigste mit dem desmolytischen Abbau des Hexosemolekiils verkniipft 
zu sein und bleibt aus, wo ein solcher nicht zustande kommt. Raymond' 
gibt an, da der Arsenateffekt bei cofermentarmen Zyminpraéparaten 
schwach ausgesprochen ist. In sorgfaltig ausgefiihrten Versuchen hat 
Macfarlane (|. c.) im Laboratorium von Harden nachgewiesen, daB Arsenat 
auf die Abspaltung von anorganischer Ph.-S. aus Hexosediphosphat durch 
cozymasefreie Hefepriparate ohne Einflu8 ist; sobald aber durch Zusatz 
von Cozymase die Vergérung eingeleitet wird, tibertrifft die Abspaltung 
der Ph.-S. in den Arsenatproben die Kontrollen um ein Vielfaches. Auch 
die Hemmung der Gérung durch Fluorid verringert stark den Arsenat- 
effekt. Die Deutung der Versuche von Neuberg und Kobel (1. c.) iiber 
Aktivierung der Hexosephosphatase der Hefe durch Arsenat unter Aus- 
schluB der Garung lehnt Macfarlane ab, da wohl das Ausbleiben der Ver- 
garung freier Hexosen, nicht aber die Unmdglichkeit eines Abbaues von 
Hexosephosphat nachgewiesen war. Auch die Aktivierung der Taka- 
phosphatase konnte nicht bestaétigt werden. Macfarlane kommt zu dem 
SchluB, daB Arsenat nicht als Aktivator der Hexosephosphatase anzusehen 
ist; der Arsenateffekt ist komplizierter Art und steht mit der Wirkung der 
Cozymase in Zusammenhang. Auch Meyerhof (|. c.) erwahnt, da®B Arsenat 
in Abwesenheit von Cozymase ohne Einflu8 auf den Zerfall von Hexose- 
phosphat ist. Neuerdings fand Yamasaki?, daB die Wirkung des Arsenats 
geschwacht wird, wenn die Gaérung durch Zusatz von Monojodessigséure- 
gehemmt ist. 

Fiir das Verstindnis des Mechanismus des Arsenateffektes im Blute 
war es wichtig, die Rolle der Cozymase der Blutkérperchen fiir dessen 
Zustandekommen zu untersuchen. 

Aktive Blutpriparate, die keine Cozymase enthalten, kennen 
wir nicht; nach den grundlegenden neueren Untersuchungen der 
Neubergschen Schule kann aber der normale desmolytische Kohlen 


1 A. Raymond, Journ. of biol. Chem. 79, 637, 1928. 
2 J. Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 123, 1930. 
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hydratabbau gestért werden, wenn lediglich das regelrechte Zusammen- 
wirken der Cozymase und der Apozymase im Fermentsystem der Zelle 
durch Schaidigung der Zellstruktur verhindert wird, ohne daB das 
Coferment vollstandig entfernt zu werden braucht. Es kommt unter 
diesen Bedingungen zur Anhaufung von Methylglyoxal (oder unter 
Umstinden von Brenztraubenséure) an Stelle der Bildung der End- 
produkte der Zymasewirkung; als Substrat mu’ Hexosediphosphat 
angewendet werden, da zur Phosphorylierung der freien Zucker die 
normale Beteiligung der Cozymase erforderlich ist. 

Aus Erythrocyten kann z. B. ein solches ,,Apozymase*‘-Priiparat nach 
Widmann" hergestellt werden, indem man die Blutkérperchen durch Be- 
handlung mit Aceton und Ather entwassert. Solche Trockenpraparate 
bauen Hexosediphosphat zum Teil zu Methylglyoxal ab; die Umwandlung 
des letzteren zu Milchséure ist geringfiigig. Daneben werden gréSere 
Mengen des Hexosediphosphats zu anorganischer Ph.-S. und freier Hexose 
aufgespalten. Die Wirksamkeit der Hexosediphosphatase in den Pra- 
paraten ist um ein vielfaches gr6éBer als diejenige der methylglyoxal- 
bildenden ,,Glykolase*‘. 

Wir haben in zahlreichen Versuchen mit jedesmal frisch nach der 
Vorschrift von Widmann hergestellten Acetontrockenpraparaten aus 


Tabelle XIII. 


EinfluB yon Arsenat auf die Hexosediphosphatase der Erythrocyten. 





| Anorganisches P.O; mg/cem 
Datum | Zusammensetzung der Proben rnipenenniietenaaias - sieadindnnincinion 
zu Beginn | nach 3 Std. Zuwachs 


17. XI. A. 0,15¢ Acetonpraparat aus Erytbro- 
cyten + 6ccm Ringer, phosphat- 


Ds Sac iii feted te ld. « 0,046 0,051 0,005 
B. Wie A., mit m/600 Na-Arsenat . . 0,047 0,055 0,008 

C. Wie A., mit m/200 Na-Hexosedi- 
EE ear are 0,091 0,145 0,054 
D. Wie C., mit m/600 Na-Arsenat . . 0,095 0,151 0,051 
26. XI.) A. 0,15g Acetonpraparat +5cem Ringer 0 < 0,902  < 0,002 
| B. Wie A., mit m/600 Na-Arsenat . . 0,004 0,010 0.006 

| C. Wie A., mit m/10) Na-Hexosedi- 
| Rr re ee 0,107 0,150 0,048 
D. Wie C., mit m/600 Na-Arsenat . . 0,109 0,153 0,044 
12. XII.| A. 0,25g Acetonpraparat +5¢cm Ringer 0 0,012 0,012 
|| B. Wie A., mit m/300 Na-Arsenat . . 0,006 0.020 0,614 

C. Wie A., mit m/200 Na-Hexosedi 
. , See are 0,051 0,130 0,079 
D. Wie C., mit m/300 Na-Arsenat . . 0,067 0,138 0.071 


23. XII.) A. 0,16g Acetonpraparat + 5ecm Ringer 
(mit Phosphat) + m/100 Na-Hexose- 


NR. ai ai ein «ein Woods 0,136 0,186 0,050 
B. Wie A., mit m/600 Na-Arsenat . . 0,134 0,188 0,054 
C. Wie A., mit m600 Vanadat .. . 0,139 0,184 0,053 


' EK. Widmann, diese Zeitschrift 216, 479, 1930. 
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EinfluB von Arsenat auf Phosphatumsatz und Glykolyse im Blut. 87 


Kaninchenerythrocyten den EinfluB von Arsenat und von Vanadat 
auf die Abspaltung anorganischer Ph.-S aus Hexosediphosphat wnter- 
sucht. In keinem Falle konnte dabei eine Aktivierung der Hexose- 
diphosphatase beobachtet werden (Tabelle XIII). Eine Abspaltung 
von Ph.-S. aus eigenen vorgebildeten Estern findet im Trockenpraparat 
nicht statt, auch nicht in Gegenwart von Arsenat oder Vanadat. 

Es wurde weiterhin in einigen Versuchen der EinfluB von Arsenat 
auf die Apozymase (Glykolase) der Erythrocyten untersucht. 


Die Versuchsanordnung entsprach der in den Experimenten von 
Widmann angewandten. Frisch hergestellte Acetontrockenpréparate aus 
Erythrocyten wurden in Ringerlésung suspendiert, mit einer Lésung von 
Natrium-Hexosediphosphat (hergestellt nach Neuberg und Sabetay' aus 
Candiolin) versetzt und 48 bis 72 Stunden im Thermostaten aufbewahrt. 
Sodann wurde die EiweiBfaillung mit Trichloressigséiure (1 eccem 25° ige 
Lésung pro 10 cem Versuchsmischung) vorgenommen und in einem méglichst 
groBen aliquoten Teil des Filtrats der Gehalt an Methylglyoxal bestimmt. 
Zur Fallung des Methylglyoxals verwendeten wir nach Neuberg, Fdrber, 
Levite und Schwenk? p-Nitrophenylhydrazin (2° ,ige Lésung in 40° iger 
Essigséure) im UberschuB, da uns das von Neuberg und Mitarbeitern® spéter 
als besser erkannte 2, 4-Dinitrophenylhydrazin nicht zugénglich war. In den 
aktiven Proben entsteht eine reichliche Faéllung von ziegelrotem, mikro- 
kristallinischem Methylglyoxal-bis-p-nitrophenylhydrazon. Nach Absitzen 
des Niederschlags in der Kaélte wurde er in analytisch vorgewogenen <,enaer 
Glasfilterréhrchen abgenatscht, mit Sodalésung {zur Entfernung von 
etwa vorhandenem Brenztraubenséurehydrazon) und sodann mit ver- 
diinnter wiasserig-alkoholischer Essigséure griindlich gewaschen. Die 
Filterréhrchen mit dem Niederschlag wurden im Vakuumexsikkator zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und die Menge des Hydrazons durch noch- 
malige Wagung bestimmt. Die aus Pyridin umkristallisierte Substanz 
schmolz bei langsamem Erhitzen unscharf bei 279° (theoretischer Schmelz- 
punkt 280 bis 283°*). Da in den Kontrollproben nicht die geringste Faéllung 
auftrat, glaubten wir, von einer néheren Identifikation absehen zu diirfen, 
um so mehr, als bei Innehaltung der von Widmann beschriebenen Versuchs- 
bedingungen keine Taéuschung médglich ist. Desgleichen verzichteten 
wir auf eine Schétzung des AusmaBes der Dismutation von zugesetztem 
Methylglyoxal, da es sich in unseren Versuchen lediglich um die Ermittlung 
von Vergleichswerten handelte; wie aus den weiter unten mitgeteilten 
Versuchen ersichtlich, hat Arsenat keinen EinfluB auf die Wirksamkeit 
der Ketonaldehydmutase. 


In keinem von unseren Versuchen konnte ein nennenswerter EinfluB 
des Zusatzes von Arsenat auf die Ausbeute an dem bei dieser Versuchs- 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, Oppenheimer-Pincussens ,,Methodik der 
Fermente‘‘ 1928, 8S. 406. 

2 C. Neuberg, E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 838, 
244 (1917). 

3 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 2038, 463, 1928. 

* C. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 962, 1908; C. Neuberg 
u. E. Kansky, diese Zeitschr. 20, 456, 1909; Toenissen u. Fischer, Zeitschr. 
f. phys. Chem. 161, 254, 1926; Ariyama, Journ. of biol. Chem. 77, 395, 1928. 
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anordnung angehauften Methylglyoxal nachgewiesen werden. Ein Teil 
der Versuchsresultate ist in Tabelle XIV angefiihrt. 


Tabelle XIV. 


Einflu8 von Arsenat auf die Glykolase des Erythrocyten. 





Gewicht des Niederschlags von 

Methylglyoxal-bis-p-nitro- 
Datum Zusammensetzung der Proben phenylhydrazon in g 
Nach 

48 Std. gefillt 





Sofort gefillt 


26. XII.|| A. 1g Acetontrockenpraparat aus Ery- 
throcyten, 40cem 4°/jig. Na-Hexose- 
diphosphat, 10 ccm dest. Wasser, 


P&E ee ene 0 - 
A,. Wie A., 1 Minute gekocht ... . - 0 
be Steaua ow 0,0510 
| C. Wie A., mit m/500 Na-Arsenat . . _ 0,0475 
10. IL.) A. 0,4g Acetonpraparat, 50 cem 4°/ig. Nach 
| Na-Hexosediphosphat, 10cem dest. 72 Std. gefallt 
Wasser, lcem Toluol ...... a 0,9670 
|| B. Wie A., mit m/300 Na-Arsenat . . | -- 0,0663 


Die im Trockenpraparat erhalten bleibenden Teilfermente des 
desmolytischen Systems der Erythrocyten — Hexosediphosphatase und 
Glykolase — werden demnach durch Arsenat nicht aktiviert. 


EinfluB von Arsenat auf die Dismutation von Methylglyoxal durch die 
Ketonaldehydmutase der Erythrocyten. 


Es blieb nun noch iibrig, das Verhalten der abschlieBenden Teil- 
phase der Glykolyse gegeniiber dem Arsenat zu untersuchen, und zwar 
der dismutativen Umwandlung des Methylglyoxals zu Milchsiure durch 
die’ Ketonaldehydmutase der Erythrocyten. Dies war noch aus dem 
Grunde von besonderem Interesse, daB die genannte Umwandlung 
allem Anschein nach unter Mitwirkung der Cozymase erfolgt, deren 
Beteiligung, wie wir gesehen haben, auch fiir das Zustandekommen 
des Arsenateffektes erforderlich ist. 

Die zu diesen Versuchen angewendeten Methylglyoxallésungen wurden 
durch Destillation von reinem Dioxyaceton mit verdiinnter Schwefelséure 
hergestellt und im Eiskeller aufbewahrt. Zum Gebrauch wurden die schwach 


sauren Lésungen mit Bicarbonat neutralisiert, bis auf 0,5 bis 0,75° Methyl- 
glyoxalgehalt verdiinnt und durch Zusatz von NaCl blutisctonisch gemacht. 

Abzentrifugierte, mit pr ysiologischer NaCl-Lésung gewaschene Erythro- 
cyten wurden mit Methylglyoxallésung versetzt und unter Zusatz von 
isotonischer Bicarbonatlésung (zur WNevttralisierung der entstehenden 
Milchséure) mit oder ohne Arsenat im Thermostaten aufbewahrt. Vor 
und nach der Inkubation wurden abgemessene Proben mit Trichloressig- 
siure enteiweiBt, und im Filtrat der Gehalt an Methylglyoxal jodometrisch 
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EinfluB von Arsenat auf Phosphatumsatz und Glykolyse im Blut. 89 


nach Kuhn und Heckscher! bestimmt, unter Abzug des (minimalen) Jod- 
verbrauchs von methylglyoxalfreien Kontrollfiltraten. Tabelle XV enthalt 
die Ergebnisse eines solchen Versuchs. 

Das Resultat aller Versuche war eindeutig negativ: Arsenat in 
Konzentrationen von m/1000, m/500 und m/200 blieb ohne jeglichen 
EinfluB auf die Menge des verschwundenen Methylglyoxals bzw. auf 
die Wirksamkeit der Ketonaldehydmutase. 


Tabelle XV. 
EinfluB des Arsenats auf die Ketonaldehydmutase der Erythrocyten. 





Gehalt der Proben an Methylgly- 
Datum Zusammensetzung der Proben oxal (Milligramm pro 1 cem) 





zu Beginn nach 3 Std. 


25. II. || A. 3cem Erythrocytenbrei, 8cem etwa 
0.6°/oige Methylglyoxallésung (isot.), 
leem isot. NaHCO, .. . ee 3,49 1,46 
B. Wie A., mit m/500 Na- Arsenat nS 3,43 1,40 
C. 3 cem dest. Wasser, 8 ccm etwa 
0,6 /pige ~<a abana 1 cem 
isot. NaHCO,. . . $s 4,05 4,10 


Diskussion. 


Das Gesamtbild des Einflusses von Arsenat auf den Ph.-S.-Umsatz 
und die Glykolyse der Erythrocyten, das wir auf Grund der oben mit- 
geteilten Versuche gewinnen, gestaltet sich folgendermaBen. 

Die Glykolyse geht in Gegenwart von Arsenat mit erhéhter Ge- 
schwindigkeit vor sich; in den glykolysierenden Erythrocyten wird 
eine betrichtliche Menge anorganischer Ph.-S. in Freiheit gesetzt, die 
dem Zerfall des ,,Pyrophosphats“ und der schwer hydrolysierbaren 
Ph.-S.-Verbindungen (Glycerinséure-Diphosphorsaure) entstammt. Der 
Zuwachs der anorganischen Ph.-S. beruht nicht auf einer Aktivierung 
der Phosphatase der Erythrocyten, denn 1. wird der Zerfall der Ph.-S.- 
Verbindungen bei fehlender oder gehemmter Glykolyse durch Arsenat 
nicht gesteigert, 2. wird die hydrolytische Wirksamkeit der Hexose- 
diphosphatase von Erythrocytentrockenpraparaten nicht stimuliert. 

Durch das Arsenat wird anscheinend die unter normalen Be- 
dingungen mit der Glykolyse gekoppelte Resynthese der organischen 
Ph.-S.-Verbindungen des Blutes aufgehoben, durch welche die standig 
hydrolytisch abgespaltene anorganische Ph.-S. wieder zum _ Ver- 
schwinden gebracht wird. In Gegenwart von Arsenat verhalt sich der 
Ph.-S.-Umsatz in glykolysierenden Erythrocyten qualitativ und 
quantitativ ebenso wie in glucosefreien Blutkérperchen: es werden 


1 Kuhn u. Heckscher, Zeitschr. f. physicl. Chem. 160, 116, 1926 
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dieselben Ph.-S.-Verbindungen und in demselben Ausmaf gespalten 
wie bei fehlender Glykolyse. Der Ph.-S.-Umsatz verhalt sich vollstandig 
indifferent zu dem mit gesteigerter Intensitat fortschreitenden Kohlen- 
hydratabbau; die Desmolyse des Blutzuckers erfolgt in Gegenwart 
von Arsenat ohne wahrnehmbare Beteiligung der Phosphorsaure. 


Was die Steigerung der Geschwindigkeit der Glykolyse im Blute 
durch das Arsenat betrifft, so 1l4Bt sich iber deren Mechanismus gegen- 
wartig noch nichts Bestimmtes aussagen; das gleiche gilt allerdings in 
demselben MaBe auch fiir den Arsenateffekt beim Kohlenhydratabbau in 
Muskel und in Hefepraparaten. Nach der Auffassung von Meyerhof, 
die auf reichlichem experimentellen Beweismaterial beruht, ist die 
Wirkung des Arsenats ausschlieBlich auf die Hexosediphosphorsaure 
gerichtet, und in der erhéhten Geschwindigkeit ihres Zerfalls ist der 
Grund der Aktivierung des Kohlenhydratabbaues durch Arsenat zu 
erblicken. Das Wesen des Arsenateffektes wird aber durch diese An- 
schauung unserem Verstaindnis nicht viel naher gebracht. Wie aus den 
Versuchen von Macfarlane (|. c.) und den oben mitgeteilten Be- 
funden erhellt, 1aBt sich die Arsenataktivierung des Abbaues von 
Hexosediphosphat nicht auf eine direkte Stimulierung der Hexose- 
diphosphatase oder der Glykolase zuriickfiihren; sie ist vielmehr auf 
unbekannte Weise an die Mitwirkung der Cozymase gebunden. Der 
eigentliche Mechanismus der Arsenatwirkung bleibt daher in diesem 
Falle ebenso undurchsichtig wie bei dem Abbau der freien Hexosen. 
AuBerdem ist das Hexosediphosphat nach den modernen Anschauungen 
nicht als unmittelbares Zwischenprodukt des normalen Kohlenhydrat- 
abbaues zu betrachten (Meyerhof, 1. c.), sondern als sekundires 
Umwandlungs- oder Stabilisationsprodukt eines labilen Hexosemono- 
phosphats, das als wahre Intermediarstufe auftritt; folglich kann die 
Geschwindigkeit des Zerfalls der Hexosediphosphorsiure schwerlich 
den limitierenden Faktor fiir die Intensitat der Garung oder der Glyko- 
lyse vorstellen. 


Die erhéhte Geschwindigkeit des Zerfalls der Hexosediphosphor- 
siure vermag den Arsenateffekt um so weniger zu erkliren, als gerade 
die Bildung dieser Saéure durch Phosphorylierung von Zuckern in 
Gegenwart von Arsenat in entschiedener Weise unterdriickt wird, 
wenigstens bei der Hefe, wie Newberg und Kobel! und eigene unveréffent- 
lichte Versuche an toluolisierter Unterhefe und an Muskelpraparaten 
gelehrt haben. Nach unseren Befunden wird auch im Blute die Synthese 
von organischen Ph.-S.-Verbindungen durch die Gegenwart von Arsenat 
aufgehoben. Eine Aktivierung der Glykolyse durch die Massenwirkung 


1 ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 
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EinfluB von Arsenat auf Phosphatumsatz und Glykolyse im Blut. 91 


der unter dem EinfluB von Arsenat in Freiheit gesetzten anorganischen 
Ph.-S. erscheint in Anbetracht der Hemmung der Phosphorylierung 
unwahrscheinlich. Die Abhangigkeit des Arsenateffektes von det 
Gegenwart von Cozymasre (= Cophosphatese) spricht dafiir, daB die 
Wirkung des Arsenats mit dem Veresterungsvorgang in Zusammenhang 
steht und nicht mit der Dephosphorylierung, fiir die das Coferment 
entbehrlich ist. Keinesfalls kénnen wir aber das Arsenat als einen 
Aktivator der Cozymase betrachten,' denn als solcher miiBte Arsenat 
eine Férderung der Phosphorylierung und der Dismutation bewirken. 
Auf die Umwandlung von Methylglyoxal zu Milchsiure durch die 
Ketonaldehydmutase (Glyoxalase) ist Arsenat nach unseren Versuchen 
ohne EinfluB; bei der alkoholischen Garung ist der EinfluB von Arsenat 
auf die spiteren dismutativen Phasen der Desmolyse — vom Methyl- 
glyoxal bis zu den Endprodukten der Gairung —, soweit uns bekannt, 
nicht untersucht worden. 

Wir méchten an dieser Stelle, zunaichst mit allem Vorbehalt, auf 
eine andere Erklarungsméglichkeit fiir den Arsenateffekt hinweisen, die 
sich aufdraingt, wenn wir alles gegenwartig iiber den EinfluB des Arsenats 
auf die Teilprozesse des Hexosenabbaues bekannte zusammenfassen. 

Entsprechend der zurzeit wohl allgemein akzeptierten Auffassung 
von Neuberg kann man den desmolytischen Abbau der Hexosen durch 
folgendes Schema veranschaulichen: 

Phosphorylierung Wirkung der Glykolase Dismutation 


Hexose —> Hexose-Phosphorsaure-Ester —> Methylglyoxal|hydrat]—» Milchsiure 
(oder andere 
Garungs- 
produkte) 


+» anorganische Ph.-S. 


Dephosphorylierung 


Wahrend nun der Totalabbau der Hexosen in Gegenwart von Arsenat 
mit erhéhter Geschwindigkeit erfolgt, wird dessen erste Phase die 
Phosphorylierung — durch Arsenat gehemmt (Newberg und Kobel), 
die weiteren Phasen — Dephosphorylierung, Bildung von Methyl- 
glyoxal und Dismutation des letzteren — verhalten sich gegeniiber dem 
Arsenat indifferent und werden in ihrer Geschwindigkeit nicht beeinfluBt. 
Dieser Sachverhalt scheint auf den ersten Blick unerklarlich. Er kénnte 
aber verstandlich werden, wenn wir annehmen wiirden, dali der Abbau 
der Hexosen durch die Gegenwart von Arsenat von der ersten Phase 
an auf andere Zwischenstufen abgelenkt wird, deren Umwandlung mit 
gréBerer Geschwindigkeit ablaiuft als der normale Reaktionsweg, und 
zu denselben Endprodukten fiihrt. Es ist vor allem an eine Substitution 
von Arsensdure an Stelle der Phosphorsdure bei der Zuckerveresterung 
zu denken unter Bildung eines sehr labilen Hexose-Arsensiureesters 
und unter Anhaufung der wegen der gréBeren Reaktionsgeschwindigkeit 


der Arsenverbindung von der Veresterung ausgeschalteten anorganischen 
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Phosphorsiaure. Diese Annahme wiirde auch die Abhiangigkeit des 
Arsenateffektes von der Cozymase erkliren, deren Gegenwart fiir die 
Zuckerveresterung unumganglich ist. Von diesem Standpunkt aus 
ware die Steigerung des Zerfalls von Hexosediphosphorséure durch 
Arsenat im Sinne des Hardenschen Girungsschemas zu deuten, dem- 


.zufolge das Hexosediphosphat erst dephosphoryliert wird und daraufhin 


die frei gewordene Hexose unter Wiederveresterung vergoren wird 
(vgl. auch Raymond*); in Gegenwart von Arsenat wiirde an Stelle 
der Rephosphorylierung eine intermediére Veresterung an Arsenat 
unter Mitwirkung der Cozymase stattfinden, mit darauffolgendem 
beschleunigten Zerfall, wihrend die Phosphorséure in anorganischer 
Form angehauft wird. Die Méglichkeit eines direkten Ersatzes der 
Phosphate durch Arsenat bei der Garung ist schon von Harden und 
Young (I. c.) in Erwigung gezogen worden; sie wurde aber von diesen 
Autoren auf Grund ihrer Versuche an Zymin-Cozymasemischungen 
abgelehnt, die kiinstlich von Phosphat befreit wurden; in solchen 
Mischungen wird die Garung wohl durch Phosphatzusatz, nicht aber 
durch Zusatz von Arsenat in Gang gesetzt. Diese Versuche lassen jedoch 
unseres Erachtens keine endgiiltige Entscheidung der Frage zu, weil 
nach Meyerhoj? die Gegenwart einer hinreichenden Menge von an- 
organischem Phosphat erforderlich ist, um den Fermentkomplex der 
Garung vor einer Schadigung'durch das Arsenat zu schiitzen; die ginzlich 
phosphatfreien Priparate von Harden und Young miiBten fiir die in 
den Versuchen angewendeten hohen Arsenatkonzentrationen besonders 
empfindlich gewesen sein. Weitere Untersuchungen in dieser Richtung 
erscheinen sehr erwiinscht. Allerdings diirfte der direkte Nachweis einer 
intermediairen Bildung von Hexose-Arsensdureestern beim Kohlen- 
hydratabbau infolge der analytischen Hindernisse bei der Trennung 
von anorganischem und organisch gebundenem Phosphat und Arsenat 
und in Anbetracht der auBerordentlichen Labilitét aller bekannten 
Arsensiureester auf groBe Schwierigkeiten stoBen. 


Zusammenfassung. 

1. Inextravasiertem Vollblut und in glucosehaltigen Erythrocyten- 
suspensionen bewirkt Arsenat, in Konzentrationen von m/6400 bis 
m/200 und dariiber, einen raschen Zuwachs der anorganischen Phosphor- 
saure. 

2. Die Wirkung der Serumphosphatase und die Phosphat- 
abspaltung in nicht glykolysierenden Erythrocyten werden durch 
Arsenat nicht beeinfluBt. 


1 4. Raymond, Journ. biol. Chem. 79, 637, 1928. 
2 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 12, 1918. 
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EinfluB von Arsenat auf Phosphatumsatz und Glykolyse im Blut. 93 


3. Die in Gegenwart von Arsenat in glykolysierenden Erythrocyten 
in Freiheit gesetzte anorganische Phosphorsdure entstammt dem Zerfall 
der ,,Pyrophsophat‘‘-Fraktion und der schwer hydrolysierbaren Ester 
(Glycerinsaure-Diphosphorsaure), wie auch die bei fehlender Glykolyse 
ohne Arsenat abgespaltene Phosphorsiure. Der Abbau der einzelnen 
Phosphatfraktionen in glucosefreien Erythrocyten wird durch Arsenat 
nicht beeinfluBt. 

4. Arsenat in Konzentrationen von m/4800 bis m/150 steigert den 
Zuckerschwund und die Milchsaéurebildung in Vollblut und Erythrocyten. 
Die stairkste Aktivierung der Glykolyse bewirken Arsenatkonzentrationen 
zwischen m/1000 und m/500; Konzentrationen iiber m/100 hemmen 
die Glykolyse. 

5. Der Phosphorsiureumsatz und die Glykolyse der Erythrocyten 
werden durch Vanadat auf ahnliche Weise beeinfluBt wie durch Arsenat. 

6. Die Spaltung von Hexosediphosphat durch die Phosphatase 
von Erythrocytentrockenpriparaten wird durch Arsenat nicht be- 
einfluBt. 

7. Arsenat ist ohne EinfluB auf die Bildung von Methylglyoxal 
durch die Apozymase (Glykolase) von Erythrocytentrockenpraparaten. 

8. Die Wirksamkeit der Ketonaldehydmutase der Erythrocyten 
wird durch Arsenat nicht beeinfluBt. 

9. Der Mechanismus der Wirkung von Arsenat auf den Phosphat- 
umsatz und den Kohlenhydratabbau wird besprochen. 





KinflujB der Temperatur auf die Bildung reduzierender Stoffe 
bei der Selbstverzuckerung des Roggenmehls. 


Von 
S. Pronin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Chemisch-Technologischen 
Hochschule in Moskau. ) 


(Eingegangen am 15. Juli 1931.) 
Mit | Abbildung im Text. 


‘ ' 

Die Amylasewirkung von ruhendem Kornsamen auf seine eigene 

Starke oder ,,die Selbstverzuckerung’ wurde von einigen Forschern 

auf Grund der praktischen Verwendung dieser Erscheinung im 

Brennereigewerbe untersucht [Bachet (1), Windisch u. Jetter (2) sowie 
Staiger (3)]. 

Die erwahnten Autoren beurteilen den Verzuckerungsgrad nach 

der Alkoholausbeute am SchluB der Garung. Es schien mir aber 

interessant, die GréBe der Selbstverzuckerung bei verschiedenen Tem- 





peraturen unmittelbar zu untersuchen. 


Zur Untersuchung wurde das Roggenmehl von zwei Sorten desselben 
Korns, aber von verschiedenen Anteilen genommen. Erste Sorte, f 
- 
Extraroggen, Anteil 0 bis 10%, mit sehr grobem Starkegehalt ; zweite 
£ 0 
Sorte, Mittelroggen, Anteil 10 bis 81°, mit viel geringerem Starke- 
gehalt. Hier wird die Analyse dieser Mehlsorten angegeben. 





Auf lufttrockene Substanz Auf absolut trockene Substanz 
berechnet berechnet 
Extraroggen Mittelroggen Extraroggen Mittelroggen 
Wasser .... 11,24 10,90 
Boohee ....- 0,52 1,92 0,59 2,15 
KiweiBstoffe . . 6,81 12.03 7.67 13,49 


weheee 2k kt 72,00 50,61 81,10 56.75 
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Die Werte fiir die Eiweifstoffe sind durch Multiplikation det 
Stickstoffmenge nach Kjeldahl mit 6,25 erhalten; die Starke ist nach 
Ewers bestimmt. AuBerdem wurde das py des Wasserauszugs bestimmt : 
pu bei Extraroggen 6,4; bei Mittelroggen 6,7. 


Die Selbstverzuckerung fiihrte man im Apparat zur Malz- 
bestimmung durch. 10 g¢ Mehl wurden in die MetallgefaiBe, die sich im 
Wasserthermostaten befanden, unter Schiitteln eingetragen:; man 
fugte 400 ccm Wasser entsprechender Temperatur hinzu und rihrte 
gut mit dem Riihrwerk um. Die Temperatur hielt man auf 0,1°C 
genau. Es wurden Parallelbestimmungen ausgefiihrt. 


Die Verzuckerung dauerte 1 Stunde. Nach Beendigung der Ver- 
zuckerung figte man 3ccm n H,SO, und 10 ccm 4° ige Lésung von 
Phosphorwolframsiure-Na zur Unterbrechung der Fermenttitigkeit 
und zur Erleichterung der nachfolgenden Filtrierung hinzu (‘Thymolblau 
gab die rote Farbung); auBerdem wurde das verdampfte Wasser ersetzt. 
Die Mischung wurde abfiltriert, im klaren Filtrat bestimmte man den 
Zucker nach Bertrand. Die Ergebnisse der Bestimmungen wurden auf 
Maltose berechnet (scheinbare Maltose). Aus diesen Ergebnissen und 
aus dem Starkegehalt des Mehles berechnete man die Verzuckerungs 
intensitat: erhaitene scheinbare Maltose in Prozerten der Meplstirke 
Dazu berechnete man die Maltosemenge, welche aus einer gegebenen 
Starkemenge bei voller, 100° ,iger Verzuckerung zu Maltose sich 
theoretisch bilden kénnte; das Verhiltnis der experimentell gefundenen 
scheinbaren Maltosemenge zu dieser theoretischen Menge stellt die 
Verzuckerungsintensitat oder Verzuckerungsstufe dar. Die erhaltenen 
Werte sind in der Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 





Gefundene Menge scheinbarer Maltose 


10 in °/9 der Mehistarke 
Extraroggen Mittelroggen 
22.5 1,31 3,37 
27,0 1,31 4,12 
37,0 1,84 4,50 
45.0 3,29 6,18 
50.0 6,58 10,12 
55.0 30.90 32.21 
58.0 38.19 46.45 
61,0 46,34 52,24 
64,0 39,90 59,12 
67,0 13,10 16,67 


Aus dieser Tabelle ersieht man, daB der Verzuckerungsgrad von 


der Temperatur 55° ab stark ansteigt, wobei die optimale Tem- 
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peratur bei 61° liegt und danach die Verzuckerungsintensitaét schnell 
abfallt. Dies kann man aus der graphischen Darstellung des Prozesses 


besonders deutlich sehen. 
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Die obere Kurve Mittelroggen, die untere Kurve Extraroggen. 


Zur Erklirung des scharfen Anstiegs der Kurve kann man an- 
nehmen, daB hier eine beginnende Stiarkeverkleisterung, welche die 
Amylasewirkung erleichtert, sich geltend macht. Schon Lippmann (4) 
hat die Verkleisterungstemperatur der Roggenstirke von 55° als die 
allertiefste im Vergleich mit anderen Stairken gefunden. Wenn man 
gleich mit verkleisterter Starke arbeitet, so laBt sich zeigen, daB ein 
solcher Sprung fehlt. So erhielt Chrzaszcz (5) folgende Tabelle, wenn 
er den Auszug von Roggenmehl auf lésliche Starke wirken lieB. 


Tabelle II. 


10 cem 15 °,iger Roggenmehlauszug + 190 cem 1%ige lésliche Starke. 
Einwirkungsdauer 3 Stunden. 





to 35° 459 5090 550 650 
Zuckermenge | 0,1664 0,1720 0,1729 0,1731 0,1521 
in g Kupfer | 0,1665 0,1722 0,1733 0,1736 0,1531 


Wie man aus Tabelle II sehen kann, wurden hier auBerordentlich 
langsame, allmaihliche Verinderungen der Zuckermengen und ganzliches 
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Selbstverzuckerung des Roggenmehls usw. Q7 


Fehlen des scharfen Anstiegs im Bereich 55 bis 60° beobachtet. Das 
bestatigt die Annahme des Einflusses der Starkeverkleisterung auf 
die GiéBe der Selbstverzuckerung des Roggenmehles 


Zusammenfassung. 


1. Die Selbstverzuckerung des Mehles kann man einfach durch 
die Menge der erhaltenen scheinbaren Maltose, ausgedriickt in Prozenten 
der Mehlstarke, charakterisieren. 

2. Die maximale Selbstverzuckerung des Roggenmehles innerhalb 
] Stunde ergibt fiir die untersuchten Mehlsorten folgende Werte: 

fiir Extraroggen ..... . 46,34° 
fiir Mittelroggen . . . . . . 52,24° 

3. Bei der Selbstverzuckerung des Roggenmehles beobachtet man 
eine scharf ausgepragte optimale Temperaturzone zwischen 55 und 64° 
(Optimum etwa bei 61°.) 


4. Der scharfe Anstieg des Verzuckerungsgrades bei 55° ist der 
beginnenden Verkleisterung zuzuschreiben. 


Literatur. 
1) Bachet, Zeitschr. f. Spiritus- und PreBhefe-Industrie 3, 8 und 9, 1880. 
2) Windisch u. Jetter, Zeitschr. f. Spiritusind. 30, 541, 1907. 3) Staiger, 
ebendaselbst 51, 166, 1928. 4) Lippmann, H. f. pfakt. Chem. 838, 51, 
1861. 5) Chrzaszcz, Zeitschr. f. Spiritusind. 32, 521, 1909. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


I. und II. Teil. 


Von 


St. J. von Przytecki und R. Majmin. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das Problem der Existenz von Bindungen zwischen verschiedenen 
Biokolloiden ist eines der schwierigsten der biochemischen Statik. 
Das, hat verschiedene Ursachen. Sie sind sowoltl methodologischer 
als auch theoretischer Natur. 

Die Entwicklung der kolloidchemischen Technik erméglichte uns, 
das Problem teilweise zu erkliren. Wir kennen jetzt viele Methoden, 
die, ohne zwar die Natur der Bindung zu enthiillen, erméglichen, ihre 
Existenz nachzuweisen. 

Die glinzende Entwicklung der Atomistik sowie der Kolloid- 
chemie (Freundlich, Ostwald, Pauli, Sérensen, Zsigmondy) erlaubt schon 
jetzt, theoretisch die Natur der Bindungen zu diskutieren. 

Wir miissen unter den Bestandteilen, welche in den Organismen 
in Bindungen auftreten kénnen, folgende unterscheiden: Bindungen 
zwischen Kristalloiden, zwischen Kolloid und Kristalloid und zwischen 
Kolloiden. Wir lassen die erste Gruppe beiseite. In den zwei anderen 
haben wir die folgenden Méglichkeiten: 

Ladung 


A B A B 
Kolloid { phob + Krystalloid { sol oder - é 0 
+ Krystalloid| phil + Krystalloid | gel ; Hi 4 
, 
A B Ss 5. 3 
: sol -+- gel Fs 

Kolloid _ + ~ ->- [eel + 01 477 es 
+ Kolloid | hob + aa dias | sol + sol 0 0 

I P gel+- gel 0 











: 
: 
, 








ire 


id- 
on 


OE IRA 


— 


eR 





St. J. von Przytecki u. R. Majmin: Bindung der Biokolloide. I. u. Il. 99 


Was die Bindungen zwischen den bekannten Bestandteilen an- 
betrifft, k6nnen wir die folgenden Méglichkeiten, die wir speziell fiir die 
Bindung mit EiweiB zusammenstellen, zitieren: 

l. E. (EiweiB) + Nuclein, 2. E. + Nucleinsaéure, 3. E. + Nucleotide. 


4. E. Nucleoside, 5. E. + Purine oder Harnséure, 6. E. + Pyrimidinbasen, 
7. E. + dasselbe (EiweiB-Aggregationen), 8. E. + andere Eiwei8kérper, 
9. E. + Farbstoffe, 10. E. + Peptone, ll. KE. + Aminoséuren, 12. E. 
Derivate der Aminoséuren, 13. E. + Polysaccharide (Starke, Dextrine, 
Glykogen), 14. E. + Tri-, Bi-, Monosaccharide oder Phosphorséureester, 
15. E. + Zuckerabbauprodukte (Milchséure, Dioxvaceton, Methylglyoxal 
Acetaldehyd usw., 16. E. + Lecithin, 17. E. + Cholesterin, 18. E. + Fette, 
Fettsauren, Seifen, 19. E. + Fermente, Hormone, 20. E. Salze. 


Diese Aufzéhlung ist selbstverstaéndlich nicht komplett. Ahnliche Zu 
sammenstellungen von méglichen Bindungen kénnte man fiir die Nuclein- 
séuren, Polysaccharide, Fette und Lipoide ausfiihren. 

Von diesen méglichen Bindungen sind schon viele jetzt bekannt. Es 
wird immer mehr wahrscheinlich, daB noch viele andere aufgefunden werden. 

Was die bindenden Krafte anbetrifft, insbesondere, wo eine Kom- 
ponente sich im Gelzustand befindet, ist es oft sehr schwer, sie zu 
unterscheiden. Diese Unterscheidung ist um so schwieriger, da die 
Biokolloide sehr verschiedene Radikale auf demselben Molekiil ent- 
halten. Zwei Kolloide A und B kénnen unter verschiedenen Um- 
stinden ganz verschiedene Bindungen eingehen. Diese Unterschiede 
kénnen von dem kolloidalen Zustand der Kérper und von der Natur 
der Bindung stammen. Die Bindungskraifte kénnen vom py, von An- 
oder Abwesenheit gewisser Salze usw. abhingen. Derselbe Kérper 
kann bei denselben auBeren Umstainden durch verschiedene bindende 
Gruppen mit verschiedenen Koérpern Bindungen eingehen. Es ist 
selbstverstindlich, daB die Stabilitaét solcher Bindungen sehr ver- 
schieden sein kann. 

Alles dies zeigt, wie schwierig es ist, die Natur der bindenden 
Krafte zu bestimmen. Fille, die klar sind, gehéren zu den Ausnahmen 
(z. B. EiweiB + Nucleinséure). Es ist daher nicht verwunderlich, daB 
die sogenannten Lipoproteide nach einigen Protoplasmachemikern als 
chemische Bindungen, nach anderen als eine Adsorption aufgefaBbt 
werden. Die Faille, in denen die ionale Natur der Bindung zwischen 
zwei Kolloiden Ursache der Bindung ist, vermehren sich dank den 
schénen Arbeiten von Pauli!. Dieser Typus ist aber nicht der allein 
mogliche, und die AusschlieBung dieser Kategorie ist um so schwieriger, 
da viele Biokolloide eine Zwitternatur besitzen?. 

In dieser Arbeit interessieren uns die folgenden Probleme: 1. Ein- 
fluB8 der Ladungsainderung; 2. Vergleich zwischen den Eigenschaften 


1 Wo. Pauli, diese Zeitschr. 202, 337, 1930 und weitere; Kolloidzeitschr. 
51 und 53, 1930. 
2 P. Sérensen, ebendaselbst 53, 102. 
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der Bindung Axo + Bxo, und Ago) + Cxristanoias WO B und C dieselbe 
Ladung und dieselben Bindungsgruppen enthalten; 3. Vergleich zwischen 
der Bindung Kol A + Krist B, wo A einmal im Gel, das andere Mal im 
Solzustand sich befindet; 4. Vergleich der Bindung vom Kolloid A 
mit verschiedenen Kristalloiden B, C, D, die durch Bindungsgruppen, 
Léslichkeit usw. sich unterscheiden; 6. Vergleich der Bindungen von 
Kol A + Kcl B, wo die Kolloide in verschiedenen Zustiainden sind. 
Uberall wurde die Reversibilitat, Abhangigkeit von Salzanwesenheit, 
A- und &-Konzentration, Wirkung von Oberflichen andernden Sub- 
stanzen untersucht. 


Erster Teil. 


Methodik. 
In allen Experimenten wurden Salze, Starke, Pepton, Glykokoll und 
Aceton Merck chemisch reinst angewandt. Die Gelatine wurde nach 
Przyteckis! Methode gereinigt. Serumalbumin wurde im Laboratorium 


bereitet. Es wurde eine zweimal destillierte, 85 °,ige Alkohollésung benutzt. 

Die Experimente wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Zu einer 
0,2- bis 2,0°%,igen Staérkelésung (10 bis 100 cem) wurden 10 bis 100 cem 
Gelatine-, Albumin- oder Glykokollésungen von verschiedener Konzen- 
tration zugesetzt und dann noch HCl, NaOH, H,O oder Salzlésung 
zugefiigt. In allen Kolben desselben Experiments war das _ gleiche 
Totalvolumen. Die Systerae wurden dann 5 Minuten geschiittelt und dann 
30 Minuten stehengelassen. Wir setzten dann der Lésung soviel Alkohol 
zu, bis ein 50- bis 70° ,iger Alkoholendgehalt erreicht wurde. Im Falle, 
wo Aceton eingefiihrt wurde, lag seine Konzentration zwischen 30 und 60°. 

Uberall wurde dann stark gemischt. Wir bestimmten den Dispersions- 
zustand der Kolloide nach 1, 2 und 24 Stunden. Nach dieser Zeit bestimmten 
wir die Kolloide in der Lésung und in dem Niederschlag. 





Die Starke und Dextrine wurden nach Molisch mit Jod und, nach der 
Hydrolyse mit. HCl, nach Fehling bestimmt, die Eiwei®kérper mittels der 
Biuretreaktion, Glykokoll mittels Ninhydrin. 

In der Lésung suchten wir die Bestandteile zu bestimmen vor und nach 
dem Zentrifugieren (3000 Touren, 10 Minuten), sowie nach Filtrieren durch 
Faltenfilter (Durieu, Hart). 

Die Zusammensetzung des Niederschlags wurde ohne oder nach vier- 
maligem Waschen untersucht. 

Den kolloidalen Zustand definierte man in folgender Weise: Durch- 
sichtigkeit, Opaleszenz, Suspension, Koagulation. 


A. Stdrke-Gelatine. 


1. EinfluB vom pu. 


Wir bestimmten die Koagulation der Starke im 65°, igen Alkohol. 


Es wurden 0,5°% ige Starkelésungen vom pu = 5,8, 3,0, 2,2 und 1,0, 


' St. Przylecki, C.r. Soc. Biol. 56, 1930. 
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sowie vom px 8,5 und 10,0 benutzt. Wir fanden, daB bei pr = 5,8 
und bei niedrigerem pu die Starke schon nach 30 Minuten sich quantitativ 
in dem Niederschlag befindet. Bei pu = 8,5 und 10,0 ist die Koagulation 
viel langsamer, und nach 24 Stunden findet man noch einen kleinen Teil 
der Starke bei pu = 8,5 in der Lésung. 

Diese Starke befindet sich aber im Suspensionszustande, da sie nicht 
filtrierbar ist und beim Zentrifugieren sich als Niederschlag absetzt. 

Die Gelatine ist nur bei po = 5,8 koagulierbar, bei allen anderen be- 
nutzten Wasserstoffionenkonzentrationen ist sie bei dieser Alkohol- 
konzentration im Solzustand stabil. 


Wenn wir zu dem Verhalten der Mischungen Stiarke-Gelatine iiber- 
gehen, beobachten wir einen groBen EinfluB des px. Bei pu = 5,8 
koaguliert das ganze Gemisch. Bei px = 3,0 sehen wir eine starke 
Schutzwirkung der EiweiBkérper. Bei diesem pa bemerkt man in 
der Mischungslésung Opaleszenz und einen sehr kleinen Niederschlag. 
Die Lésung gibt eindeutige Reaktion auf Starke sowie auf Eiweib. 
Das Filtrat enthalt viel Starke und viel EiweiB. Bei pa = 2,2 
bleibt die ganze Starke in Lésung. Auch beim Zentrifugieren prazipitiert 
die Starke nicht. Bei px = 1,0 ist die Schutzwirkung sehr klein. 


Das Bild ist ganz anders im alkalischen Gebiet. Freilich enthalt 
hier die Lésung Starke, dagegen sind das Filtrat sowie das Zentri- 
fugat starkefrei, enthalten aber Gelatine (Tabelle I). In allen Fallen gab 
der Niederschlag eine starke Biuretreaktion. 


2. EinfluB der Starkekonzentration. 


Zur 2%igen Gelatinelésung (60°) von pu = 2,2 wurden verschieden 

konzentrierte Starkelésungen zugesetzt. um Lésungen von 0,2 bis 2° 
g g 

Starke zu bekommen; dann wurde Alkohol bis 65% zugefiigt. Die 


Gelatinekonzentration war iiberall dieselbe, néimlich 1%. 


’ 


Es zeigte sich, daB bei den kleinen Starkekonzentrationen sich 
kein Niederschlag bildete (0,2 bis 0,4°%). Bei gréBeren Konzentra- 
tionen beobachteten wir eine Koagulation, die mit der Konzentration 
wuchs (Tabelle II). Ein Teil der Starke blieb immer in der Lésung. 
Er befand sich aber in Suspension, die durch das Filter nicht durchging, 
die aber beim Zentrifugieren von der Lésung nicht abtrennbar war; 
der gebildete Niederschlag enthalt viel Gelatine. 


3. EinfluB der Elektrolyte. 


a) Versuche mit Na,SO,. Zu Portionen, die 10 ccm Gelatine ent- 
hielten, wurden 10 cem H,O oder 1 bis 2% Staérke und 1 cem H,O oder 
Na,SO,-Lésung von verschiedener Konzentration zugesetzt. pH = 2,2. 
Die nach 24 Stunden ausgefiihrten Beobachtungen zeigten uns, daB in 
den stiérkefreien Gelatinelésungen eine Opaleszenz bei Zusatz von 1,25% 
und eine Koagulation bei 2,0°, Na,SO, beobachtbar ist. 
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Tabelle II. 





20 com 2°,ige Gelatine + 50 ccm Starke HCl bis pu = 2,2 Alkohol. 
gz } 
? : Niederschl igg 
Stiurke- Eiweib- Starke 
“a a Lisung an- an- KiweiB- Stirke 
losung Optische Eigenschaften wesen- wesen an- an 
heit heit Menge wesen- wesen- 
Vio heit heit 
0,2 leichte Opaleszenz + + 
0,4 starkere Opaleszenz +++ te + ( 
0,5 milchige Opaleszenz a + leichter + + 
Niederschlag 
0.6 milchige Opaleszenz ot +. groberer + + 
Niederschlag 
0.8 ; ’ Ganze i‘ 4 der Nieder- + + 
1,0 | gleich verteilte Lisung , | schlag ist 
’ . . Ze . . T es > " + “T 
9 | Suspension ‘entrifugat | immer mehr 
2,0 Filtrat + voluminis t + 


Tabelle III. 





10cem Gelatine + 10 cem 1,5 °/9ige Stirke 5ecm HCI 10cem Gelatine + l0cem H,O 








110 cem 8&5 °/oiger Alkohol 5eem HC] + 110cem 85°), iger Alkohol 

las S Optische Stirke —Ps Optische Eiweifi —s 
NazSO« figenschaften in der  Kiweif — ' — Kigenschaften in der —— a 

9% der Fliissigkeit Lésung “6 der Fliissigkeit Lisung schiag 

0 milchig t+ +++ klar beh 

1,2 Suspension +++ +44. klein opaleszent coi 

1,6 leicht opal. —? + milchig fda of 

2,0 klar — + leicht opal. 4+ + 

2.4 - — a klar + 


Im Gemisch Stairke—Gelatine ohne Na,SO, sehen wir fast keinen 
Niederschlag. Die Lésung enthalt Starke und EiweiB. Bei Anwesenheit 
von 1,25°% Na,SO, sehen wir einen starken Niederschlag. Die Loésung 
enthalt kleine Mengen von Starke und EiweiB. Das Filtrat ist stairke- 
und eiweiBfrei. Bei 1,6°%, Na, SO, ist die Lésung ganz klar und enthalt 
weder EiweiB8 noch Starke (Tabelle III). AICI, in kleinen Konzentra- 
tionen wirkt nicht. Bei alkalischer Reaktion pa = 8,0 sehen wir 
keine antiprotektive Wirkung von Na,SO,. Im Gegenteil, in An- 
wesenheit dieses Salzes entsteht noch weniger Niederschlag. AICI, 
wirkt koagulierend. 

b) Versuche mit MgCl,. Wir verglichen die Systeme Gelatine 
+ H,O und Gelatine + Starke mit und ohne MgCl, bei verschiedenem 
pu. Ohne MgCl, bei pu = 3,0 ist die Gelatinelésung klar, mit Starke 
sehen wir eine Opaleszenz ohne Niederschlag. Mit 0,6 MgCl, bleibt 
die Lésung ohne Starke klar, bei Staérkeanwesenheit bildet sich ein 
Niederschlag. Die Lésung opalisiert und enthalt wenig Starke. Diese 
Starke sedimentiert beim Zentrifugieren. Der Niederschlag enthalt 
viel EiweiB (Tabelle IV). 
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Bei 1,2°, MgCl, opalisiert die Gelatinelésung ohne Niederschlags 
bildung. In Starkemischungen ist eine vollkommene Starkekoagulation 
und eine teilweise EiweiBkoagulation zu verzeichnen. Die koagulierende 
MgCl,-Wirkung ist vom px und der Gelatinekonzentration abhangig. 


Tabelle IV. 





20cem 2° sige Gelatine + 10cem 1,5 °/pige 20cem Gelatine + 10ecem H,0 
Starke + 5ecm HCl + 5eem HCl 
Ci. “" = rr ‘ 

—_ Optische vs Optische Eiweib- : 
Eizenschafte . ‘ Nieder- Eigen- ‘ Nieder- 
ligenschaften EKiwei®  Stirke +t so . anwesen- é 
der Lisung schlag schaften heit schlag 

0/5 . der Lésung 

0 opaleszent ++ 44 ( klar ++ ( 
0,6 leicht triibe ++ + ot = +4. C 
1,2 opaleszent + ( + opaleszent +4 + 

1,8 klar + + triibe ++ aa 
2,4 ” ( + opaleszent + + 
3,0 me 2 C “4 klar oO 


Es zeigte sich, daB bei gré6Berem Zusatz von HCl man eine gréBere 
Konzentration von MgCl, anwenden muB, um eine Koagulation hervor- 
zurufen. 


4. Die Bindung der Gelatine mit der koagulierenden Starke. 
Wir experimentierten mit einem Gemisch, welches 100 ccm 1 °jige 
Gelatine, 100 cem 1°%ige Starke, 50 ccm n/10 HCl, 5cem 10°, Na,SO, 
und 500cem 85° igen Alkohol enthielt. Am Ende war die Alkohol- 
konzentration. 56,7 °,ig. Nach starkem Schiitteln und 24stiindigem Stehen 
bekommen wir eine klare Lésung und einen voluminésen Niederschlag. Die 
Lésung enthalt wenig Starke und viel EiweiB. Das Filtrat enthielt keine 
Starke, aber die Biuretreaktion war positiv. 
_ Im Niederschlag war fast die ganze Menge der Starke und viel Gelatine 
zu finden. 

Die Lésung wurde dekantiert, der Niederschlag mit 2 Liter 
60°,igem, angesiuertem Alkohol gemischt. Nach 24 Stunden wurde 
die Lésung auf Starke und Eiweif untersucht, dann aufs neue de- 
kantiert und der Niederschlag nochmals mit 2 Liter Alkohol durch- 
geschiittelt. Die klare Lésung enthielt keine Starke und keine Gelatine. 
Nach viermaligem Dekantieren und Durchschiitteln waren im Nieder- 
schlag Gelatine und Starke nachzuweisen. Die beiden Bestandteile 
blieben quantitativ im Gelzustand, obwohl die Gelatine + H,O + HCl 
+ Na,SO, nur eine minimale Opaleszenz zeigte und ohne Na,SQ, die 
Lésung wasserklar war. 

Ein ganz anderes Bild bekamen wir, wenn wir den Niederschlag in 
kaltem Wasser (30°) und wenig HCl (pa = 3,5) lésten und dann mit an- 
gesduertem Alkohol schiittelten. Die Lésung und das Filtrat enthalten 
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wenig Starke, viel Gelatine, der Niederschlag dagegen enthalt wenig 
Gelatine und viel Starke. Ein nochmaliges Lésen in H,O + HCl und 
eine Koagulation mittels Alkohol zeigten, daB die klare Lésung EiweiB, 
wenig Starke, der Niederschlag aber viel Starke und fast kein EiweiB 
enthalt. Im System EiweiB + viel Starke ist das Bild sehr ahnlich, die 
Lésung bleibt aber triibe. 

Beim Mischen von Gelatine + viel Starke bei py = 9,0 bekommen 
wir einen Niederschlag, der EiweiB enthalt. Beim gew6hnlichen Waschen 
mit alkalinisiertem Alkohol geht die gesamte Gelatine in Lésung, der 
Niederschlag enthalt fast reine Starke (Tabelle V). 


B. Stdrke—Serumalbumin. 


Ganz identische Resultate von Schutzwirkung gegen Stirke- 
koagulation wurden durch Serumalbumin-Zusatz erhalten. Auch hier 
hangt diese Wirkung vom px ab und ist bei px = 3,0 bis 2,0 am starksten. 
Sie ist auch im alkalischen Gebiet schwacher nachzuweisen, aber bei 
speziellen Bedingungen gut festzustellen. 

Die Trennung der Niederschlagsbestandteile ist leichter in alkali- 
schen Lésungen als in sauren zu erzielen. Auch das Zentrifugieren 
sowie das Filtrieren zeigt, dab im, sauren Gebiet die Starke durch 
Zentrifugieren nicht prazipitiert wird und gut durch das Filter geht. 
Im Gegenteil prazipitiert die Starke bei EiweiBanwesenheit und geht 
nicht durch das feine Filter, wenn wir in alkalischen Lésungen experi- 
mentieren. 

CO. Starke —Glykokoll. 


Die gleichen Experimente wurden mit der Mischung Starke — Glyko- 
koll durchgefiihrt. Die Resultate, die in der Tabelle VI zusammen- 
gefaBt sind, zeigen, da’ Glykokoll eine viel schwachere Schutzwirkung 
als Gelatine oder Albumin ausiibt. Bei groBen Dosen von Glykokoll 
(4 bis 5%) und kleinen Stirkekonzentrationen (0,2 bis 0,4°,) ist die 
Wirkung bei bestimmtem pg leicht nachzuweisen. Die Schutzwirkung 
ist am scharfsten beim px des nativen Glykokolls. Bei alkalischem pg ist 
keine Schutzwirkung nachweisbar, vielmehr beschleunigt Glykokoll ein 
wenig die Koagulation. Bei sauren Lésungen, px = 3 und weniger, 
bemerken wir dasselbe. Bei pq = 5,8 sahen wir, daB in einer 0,5°/,igen 
Stirkelésung die Anwesenheit von 5°, Glykokoll die Starkekoagulation 
hemmt. 

Die in der Lésung gebliebene Starke befindet sich in einer sehr 
fein verteilten Suspension, die Opaleszenz und Triibung der Lésung 
bewirkt. Die angewandte Zentrifugierkraft ist zu schwach, um eine 
Prazipitation hervorzurufen. Die Suspension ist aber zu grob, um 
durch ein Filter hindurchzugehen. 
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Der Niederschlag, welcher bei kleinen Glykokoll- und gréBeren 
Starkekonzentrationen erhalten wurde, enthalt Glykokoll. Besonders 
beim Ansauern der Lésung ist dies leicht nachzuweisen. 


Es gelingt aber leicht, schon durch gewéhnliches Waschen des 
Niederschlags mit angesiuertem Alkohol das ganze mit der Starke 
ausgefallte Glykokoll wieder in Lésung zu bringen. Der Niederschlag 
bleibt dann glykokollfrei. 


D. Gelatine — Dextrine. 


l. In Alkohol. 


Wir wiederholten dieselben Experimente wie mit der Starke mit 
Mischungen, die Dextrine enthielten. Die De.trine geben mit Wasser 


gemischt und hei pa = 5,5 auf 65° ,ige Alkoholkonzentration gebracht, 
eine Suspension, die langsam zu Boden sinkt. Nach 24 Stunden enthalt 
die opalisierende Lésung nur sehr wenig Dextrine. Im sauren Milieu 
(pu = 3,2 und 2,2) sinkt Dextrin schnell zu Boden. Die Lésung ist dextrin 
frei. Im alkalischen Gebiet (pH = 8,0 und 10,0) bleibt ein Teil der Dextrine 
in Lésung, die triibe ist. 

In den Mischungen Gelatine—Dextrine ist bei pxu = 5,2 keine 
Schutzwirkung festzustellen. Die Lésung ist eiweiB- und dextrinfrei. 
Die Koagulation der Dextrine geht viel schneller vor sich als bei 
Gelatineabwesenheit. 

In angesiueriten Mischungen, in welchen viel Gelatine, aber wenig 
Dextrine waren, bildet sich kein Niederschlag, die Lésung zeigt nur 
eine kleine Opaleszenz, und die ganze Menge der Dextrine geht durch 
das Filter. 

In schwach alkalischen Lésungen ist die Schutzwirkung sehr schwer 
nachzuweisen. Im mehr alkalischen Gebiet (px = 9,0 bis 10,0) sind 
die Lésungen opaleszierend und nicht triibe, wie bei Dextrine + H,0O. 


2. In Aceton. 


Dieselbe Wirkung der Gelatine wurde in sauren Acetonlosungen 
beobachtet. In alkalischen Lésungen ist sie sehr schwach. 


E. Dextrine—Glykokoll in Alkohollésungen. 


Ganz identische Resultate wie mit Starke-Glykokollésungen 
wurden mit den Dextrine—Glykokollmischungen erhalten. 


Auch hier setzt das Ansauern oder Alkalisieren die Schutz- 
wirkung von Glykokoll herab. Sie ist auch hier viel schwacher als bei 
der Gelatine. Die Filtrate sind dextrinfrei. 





108 St. J. von Przytecki u. R. Majmin: 


Zweiter Teil. 


Untersuchungen mit koaguliertem Eiweif. 


Methodik. 


Die Gerinnung des EjereiweiBes, wenn es ohne andere Zusitze an- 
gewandt wurde, war im Ei vorgenommen, dann wurde vom Eigelb ab- 
getrennt und in der Fleischmaschine zerhackt. Das ungeronnene EiereiweiB 
wurde mit einer Pipette abgemessen. In beiden Fallen wurden zum EiweiB 
Salze, H,O, HCl, Alkohole zugesetzt. 

Die Denaturierung des ungeronnenen EiweiSes geschah durch zwei- 
miniitiges Erhitzen im Wasserbad. Hierbei wurde stets mit einem Stab 
gemischt. 

Die Bindung der EiweiSstoffe mit Starke oder Dextrinen wurde in 
folgender Weise bestimmt: Zu dem geronnenen — in Salz-, Alkohol-, HCl- 
An- oder Abwesenheit Eiwei wurde im Falle, wo die Gerinnung vor 
dem Starkezusatz stattfand, Starke zugesetzt und 2 oder 4 Stunden auf 
der Schiittelmaschine gemischt (120 Touren pro 1 Minute). Nach dieser 
Zeit wurde filtriert und die Starke oder Dextrine nach P/liigers Methode 
in einem Teil des Filtrats bestimmt. Wenn man ungeronnenes Eiweil 
als Ausgangsmaterial anwandte und das Eiwei} mit der Starke gerinnen 
lieB, filtrierten wir sofort nach dem Erkalten. Um verschiedene pH zu 
erhalten, wurden HCl zugesetzt, und zwar nach der Zugabe von Starke 
oder vorher. In beiden Fallen wurde derselbe Effekt beobachtet. Die 
Salze wurden vor oder nach dem Koagulieren der EiweiSkérper zugesetzt. 
Alle anderen Einzelheiten sind im Text angegeben. 

Die Mittelwerte aller Tabellen stammen aus fiinf bis acht Bestimmungen. 


A. Auswaschen der im Eiweif anwesenden Polysaccharide, die mit Pfliigers 
Methode bestimmbar sind. 


Es wurden iiberall, um den Fehler, der durch die Anwesenheit 
von Polysacchariden im EiweiB entstand, auszuschlieBen, entsprechende 
Kontrolluntersuchungen ausgefiihrt. Zu 20g geronnenem Eiweif wurden 
30 ccm H,O zugesetzt und 4 Stunden geschiittelt. Darauf wurde filtriert 
und in 20cem Filtrat die Polysaccharide nach Pfliiger bestimmt. Die 
erhaltenen Resultate zeigen klar, daB eine kleine Menge von Polysacchariden 
durch das vierstiindige Schiitteln in Lésung geht (6,9mg als Glucose 
bestimmt). Diese Menge hangt von der Anwesenheit von Elektrolyten ab, 
in einer n/10 CaCl,-Lésung wurden 13,6 mg erhalten. In allen Experimenten 
wurde deshalb diese Menge ermittelt und von der Gesamtmenge der in 
der Lésung nach Stérkeeinfiihrung gefundenen Polysaccharide abgezogen. 


B. Hithnereiweif.. 


l. EinfluB des pu der Lésung. 


Die Ergebnisse wurden in Systemen mit 30 cem ungeronnenem EiweiS 
+ 20cem H,O + 7,5cem H,O bei pu = 8,8; + 2,5ceem n HCl + 5eccem 
H,O bei pu = 4,93; + 5cem n HCl + 2,5ceem H,O bei pa = 2,83 und 
7,5 ceem n HCl bei px = 1,54 gewonnen. Es wurde durch Erhitzen koaguliert. 
dann 20cem 1° ige Starke nach Abkiihlung zugesetzt und zuletzt 2 oder 


4 Stunden geschiittelt. 
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Die Kesultate sind in der Tabelle VII und graphisch in der Abb. | 
zusammengestellt. Die Abbildung zeigt ein Minimum, das beim isoelektri 
schen Punkt der EiweiBkorper liegt (31°, gebunden). Die Menge der ge 


bundenen Starke ist am gr6éBten im alkalischen CGebiet (83°.), ein wenig 
kleiner im sauren Milieu (66°,). 


Tabelle VII. 


EinfluB des pu auf die Bindung EiweiB—Starke. Die Bindung erfolgt 
im Moment der Gerinnung. 





ler gebundenen Starke 


Pu 

Grenzwerte Mittelwerte 
1,54 64 67 66 
2.83 61,4—62,7 62 
4,93 31 31 
8.88 80.2—86.0 83 








Abb. 1 
2. Untersuchungen im alkalischen Gebiet. 


a) EinfluB der Salze auf die Bindung der Starke. 


a) Das EiweiB wurde ohne Starke und ohne Elektrolyte geronnen. 
Es wurde die Bindung Eiwei}—Starke bei Einhaltung desselben py 
bei verschiedener Salzkonzentration untersucht. 

Wir bestimmten bei pH = 8,8 die Menge der Starke, die mit Eiweif 
gebunden war, in folgenden Systemen: 20 g HiihnereiweiB, 20 cem Elektrolyt 
lésung (NaCl, CaCl,) oder Wasser, 20cem 1° ,ige Starke, 2 Stunden ge 
schiittelt. 

Die erhaltenen Resultate, die in der Tabelle VIII zusammen- 
gefaBt sind, zeigen klar, daB die Elektrolyte, die nach der Gerinnung 
zugesetzt waren, einen nur kleinen EinfluB auf die Bindung der Starke 
haben, wenn die Zeit der Einwirkung nicht zu lange dauerte. Schon 


nach vierstiindigem Schiitteln der Mischungen sehen wir aber eine 
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grobe Verminderung der Bindungskonzentration. So sind bei Zusatz 
von 0,180 n CaCl, anstatt 63 nur 52°, der anwesenden Starke ge- 
bunden. Die Verminderung der Bindung betragt 17,5°. Gleichzeitig 
vermehrt sich die Menge der in Lésung gehenden, aus dem EiweiB 


stammenden Polysaccharide. 


Tabelle VIII. 


Starkebindung durch geronnenes Eiweib, pu 8.8. Die Salze wurden 
nach dem Gerinnen zugesetzt. 





2 Stunden geschiittelt 4 Stunden geschiittelt 
Zugesetzte Salze °/, der Bindung °/5 der Bindung 
Grenzwert« Mittelwerte Grenzwerte Mittelwerte 
a ee eee 30 —36 33,9 62,5—63,2 63,0 
0,114n NaCl... 30 35 33.0 -_ - 
0,180n CaCl .. 29,2 — 30,9 29,8 50,7—54,1 52,0 


Anmerkung. In allen Experimenten, deren Daten in dieser und allen 
folgenden Tabellen angegeben werden, wurde eine Korrektur fiir die aus 
EiweiB auswaschbaren Polysaccharide ausgefiihrt, und zwar fiir die Systeme 
mit und ohne Salze. 

f) EiweiB, bei Salzanwesenheit geronnen. 45cem Eiweib 
wurden nach Zusatz von 30 ccm einer Elektrolytlésung von verschiedenen 
Konzentrationen (NaCl, CaCl, oder AICl,) durch Erhitzen koaguliert, 
dann wurden nach Abkiihlung 30 cem 1°. ige Staérkelésung zugesetzt und 
4 Stunden geschiittelt. 

Die erhaltenen Resultate sehen wir in der Tabelle IX (Abb. 2). 
Die Ergebnisse sind ganz klar und zeigen, dab alle Salze die Bindung 
von FiweifS—Starke vermindern. Die Salze mit zwei- und dreiwertigen 
Kationen wirken bei kleinen Konzentrationen viel starker, so daB eine 
0,21 n Na Cl-Lésung dieselbe Bindungsverminderung von EiweiB — Starke 


Tabelle IX. 


Starkebindung durch mit Elektrolyten geronnenes EiweiB. Prozent der 
gebundenen Starke nach 2 oder 4stiindigem Schiitteln. 





NaCl 2 Std. NaCl 4Std. CaCly 2 Std AlCl, 2 Std. 
Milli-  — Mittel- | yy, «| Milli-  Mittel- Milli- ——*Mittel- 
aiquivalent/Liter wert Mittelwert Aiquivalent, Liter wert aquivalent/Liter wert 
0 77 85 0 77 0 -- 
50 _ 78 5 69 5 77 
100 70 70 10 56 10 65 
200 60 55 15 45 15 45 
400 50 48 25 45 25 45 
59 45 
100 45 


200 45 
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hervorruft wie n/100 CaCl,. Die maximale Herabsetzung ist aber in 
allen Fallen fast gleich. Nur die kleinsten Konzentrationen der Salze, 
die zur maximalen Herabsetzung nétig sind, sind verschieden. Man 
erhalt sie bei > 200 Milliaquivalent NaCl, 25,0 Milliiquivalent CaCl, 
und 15,0 Milliaquivalent AICI. Die wenigen Experimente zeigten uns, 
daB Na,SQO, sich wie NaCl verhalt. Die Wirkung hangt von der 
Wertigkeit des Kations ab. 


__ 


Abb. 2 


y) EiweiB, bei Salz- und Stdrkeanwesenheit geronnen. In diesen 
Fallen wurde das Kohlenhydrat, an Stelle von mehrstiindigem 
Schiitteln mit dem geronnenen EiweiB vor der Koagulation zugesetzt 
und die Bindung, die im Moment der Hitzegerinnung erfolgt, untersucht. 


Hier konnten Erscheinungen auftreten, die als Occlusion § be- 
zeichnet werden. 

Wir mischten 36 ccm Eiwei8, 20 cem H,O oder Salzlésung und 20 cem 
1°.ige Starke, dann erhitzten wir das Gemisch, um es sofort nachher zu 
filtrieren. 

Es zeigte sich (Tabelle X), daB die gebundene Starkemenge bei 
Abwesenheit von Elektrolyten fast die gleiche war wie diejenige, die 
durch langes Schiitteln erzielt wurde. Die Menge der gebundenen 


Tabelle X. 


Starkebindung des gerinnenden EiweiBes mit und ohne Salze. 





Zugesetzte 0), der gebundenen Starke 


Elektrolyte 


Grenzwerte Mittelwerte 
Deeks -« 74,2—79,1 77 
O4nNaCl .. 42.4491 46 
0,05nCaCl, . 42. 9—47,6 46 


005nAlCl, 47,8—48.5 48 
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Starke ist fast dieselbe (77 und 82°,), im Falle, wo die Bindung durch 
die sich bildende oder durch die schon geformte Oberfliche erfolgt. 


Auch in diesem Falle vermindern die zugesetzten Elektrolyte die 
Bindung, und zwar mit derselben Intensitat. 


Von 77°, gebundener Starke in elektrolytfreier Lésung fallt diese 
Menge auf 46°. Die maximale Verminderung betrigt 40°. Es ist 
also dieselbe Verminderung wie im Falle, wo die Starkebindung nach 
der EiweiBgerinnung stattfand. 

b) Die Reversibilitdt der Eiweif—Stdrke-bindung. Wir untersuchten 
die Reversibilitét der Bindung durch Verdiinnen des Systems mit Wasser. 
Wir bestimmten es entweder im Moment der Koagulation oder nach mehr- 
stiindigem Schiitteln (4 Stunden) der Systeme, wo die Starke nach der 
EiweiBkoagulation zugesetzt war. 

Im zweiten Falle befand sich das System nach dieser Zeit in einem 
Gleichgewicht, gebundene /freie Starke. 

Es wurden 20g geronnenes EiweiB + 10 cem H,O -+ 20 cem 1,5 °vige 
Starke 2 Stunden geschiittelt. Dann wurden einige Portionen filtriert und 
die in Lésung gebliebene Starke bestimmt, zu den anderen aber wurden 
300 cem H,O zugesetzt und 4 Stunden geschiittelt. Dann wurde die freie 
Starke nach Filtrieren bestimmt. 

Es zeigte sich, daB in nicht mit Wasser verdiinnten Systemen 
76% gebunden war, wahrend in den Kolben, wo nach Verdiinnung die 
Mischung geschiittelt wurde, eine viel kleinere Menge Starke sich in 
Bindung mit EiweiB befand, und zwar nur 16°, (Tabelle X1). 

Dieselben Resultate wurden in Systemen erhalten, wo Starke durch 


Erhitzen mit EiweiB koaguliert wurde und dann nach Zugabe von 300 cem 
Wasser wahrend 4 Stunden geschiittelt wurde (Tabelle XI). 


Tabelle XI 


Die Reversibilitat der Eiweili —Staérke-bindung bei pu = 8,8. Einfluf des 
Lésungsmittel-volumens. 





Mittelwert °), 
Nr. der gebundenen 
Stirke 


1 20 ¢ geronnenes Eiwei8 + 10 cem H,O + 20cem 1,5% ige 
Starke, 2Srd. geschiittelt ; nach dem Filtrieren istgerares 


der in der Lésung verbliebenen Starke . 76 
2 | Wie Nr.1. Nach 2 Std. Schiitteln wurden 300 cem H, 0 ; zu- 

gesetzt und 1 Std. geschittelt. . 2... .. 20.2... 30 
3 4Std. geschittelt .. repaid atl Sik. alg ice 16 
4 Mit CaCl, geronnen und dann wtw@, ....... 18 
5 Mit AIC], geronnen und dann wie Nr. 3. . 18 
6 20 g ungeronnenes Kiweib + 10cem H,0 + 20 cem 1, 5%i ige 

Starke, erhitzt, 2 Std. geschiittelt . . 76 
7 Wie Nr. 6. Nach 2 Std. 300 cem H,0 mugesetz und 4 Std. 

NE se eR ae ee eS ge ae ; 18 
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Wir sehen, daB die Bindung Eiweif}—Starke bei pa 8.8 sehr 
labil und von der Konzentration der Starke abhangig ist. Durch das 
Verdiinnen werden 80°, der gebundenen Starke in Freiheit gesetzt. 

Im System ohne Verdiinnung haben wir eine 0,6°,ige Starke- 
lésung, die freie Lésung ist aber 0,144°,ig. Nach dem Verdiinnen haben 
wir theoretisch eine 0,143°,ige Lésung, in Wirklichkeit aber eine 
0,12°,ige Lésung. Die Anwesenheit von kleinen Mengen von Elektro- 
lyten, CaCl, oder AICl,, veraindert die Menge der durch Verdiinnen in 
Freiheit gesetzten Starke gar nicht. Die im Moment der Koagulation 
des Eiweibes mitgerissene Starke ist ebenso wie die durch das 
geronnene Eiweif gebundene leicht durch Verdiinnen in Freiheit 
zu setzen, und es stellt sich dasselbe Gleichgewicht frei/gebunden ein, 
wenn dieselbe Verdiinnung und Anfangskonzentration von Eiweib 
und Starke angewandt wurde. In beiden Fallen braucht der 
ProzeB Zeit, um bis zum Gleichgewicht zu gelangen. Nach einstiindigem 
Schiitteln beobachteten wir, daB nur ein Teil der Starke vom Eiweib 
losgelést wird. Noch 30°, bleiben gebunden. 


3. Reversibilitét im isoelektrischen Punkt. 

Ahnliche Experimente wurden mit dem System, das durch HCl. 
Zusatz auf po = 4,93 eingestellt war, ausgefiihrt. Tabelle XII zeigt 
uns, daB auch hier die Bindung reversibel ist. Diese Reversibilitat ist 
leicht zu erhalten sowohl im Falle, wo das EiweiB vor dem Starkezusatz 
geronnen, als auch wo es ungeronnen war. Das Gleichgewicht frei, 
gebunden ist in beiden Fallen dasselbe. 15°, bleiben gebunden, 57°, 
der ohne Verdiinnung gebundenen Starke werden in Freiheit gesetzt. 


Tabelle XII. 


Die Reversibilitat der EiweiB —Starke-bindung bei px 4,93. 





Nr. Grenzwerte Mittel werte 


1 30cem Eiweib + 2,5cem n HCl] + 17,5 ecm 


H,O + 20 cem 1,0% ige Starke, erhitzt . . 34,1—36,7 35,0 

2 Wie Nr. 1. Dann 300 cem H,0O zugesetzt und 
4Std. geschiittelt .......2....+ 13,4—17,1 15,0 

3 30g EiweiB + 2,5 cem n HCl + 17,5 ccm H,O 
20 ceem 1% ige Starke, 2 Std. geschiittelt 28,4—33,1 30,0 

4  WieNr.3. Nach 2 Std. Schitteln 300 cem H,0O 
zugesetzt und 4Std. geschiittelt . . . . . 12,9—16,7 15,0 


4. Systeme bei pu = 2,83. 
a) Reversibilitat. Dieselben Experimente wurden mit dem System, 
das durch HCl-Zusatz auf pa = 2,83 gebracht wurde, ausgefiilrt. 
Hier erhielten wir aber ganz andere Resultate. In beiden Fallen, sowohl] 
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wenn die Starke nach dem Eiweibgerinnen zugesetzt war, als auch 
wenn die Bindung im Moment der Koagulation stattfand, beobachteten 
wir eine irreversible Bindung. Die gebundene Starke kann durch 
Verdiinnung nicht in Lésung gehen. Sowohl im verdiinnten wie im 
urspriinglichen System bleiben 65 bis 68° der Starke gebunden (Ta- 
belle XIII). 
Tabelle XIII. 
Die Reversibilitét bei po = 2,83. 





Nr. Grenzwerte Mittel werte 


1 30 com EiweiB + 5cem n HC]+ 15 cem HO, 
erhitzt, -+ 20 cem 1,5% ige Starke 2 Std. ge- 


NOE ke we ee a ee 6 ee eed 66,0 
2 | Wie Nr.1. Dann 300 ecm H, 0 + HCl, 4 Std. 

geschittelt . . 62,8—69,1 65,0 
3 B0cem Eiwei8 + 5cem 1 n HCl + 15 cem HO 

+ 20 cem 1,5%ige Starke, erhitzt . . 64,7—66,9 66,0 
4 Wie Nr. 3 und dann 300cem H, 0+ HCl. 

4Std. geschiittelt ... : ig ine Sorte 64,5—67,2 66,0 


b) EinfluB der Stdarkekonzentration und der EiweiBmenge. Um 
den Bindungsmechanismus zu erforschen, untersuchten wir die Ab- 
hangigkeit des Verhaltnisses Starke frei/gebunden von der Starkekonzen- 
tration bei gleicher EKiweiBmenge und bei gleichem Totalvolumen, sowie 
von der Eiwei®menge bei gleicher Stirkekonzentration und bei gleichem 
Totalvolumen. Was die verschiedenen Starkekonzentrationen anbetrifft, 
beobachteten wir, da in Systemen mit 30 ccm Eiweib, v, = 70 ccm, 
bei 0,44 °iger Starkelésung 69°, gebunden sind; bei 0,22°, sind 54°, 
gebunden. Das Verhaltnis frei/gebunden ist 1: 2,2 und 1: 1,2. 

Die Menge gebundener Starke hangt von der Eiweibkonzentration 
ab. So sind bei 15ccm EiweiB (v, = 70 cem, End-Starkekonzentration 
+ 0,44°) 42°% Starke gebunden. Bei30ccm Eiweib sind 69° gebunden. 
Auf 1 cem EiweiB sind im ersten Falle 8,4 mg, im zweiten 6,9 mg Starke 
gebunden. Die Differenz ist 15mg = 20%, der mittleren Bindung. 


5. Bindung der Dextrine. 

Wir wiederholten dieselben Experimente, die wir mit EiweiB — Starke- 
bindung ausfiihrten, unter Beachtung des Einflusses des pq mit den Ge- 
mischen Eiwei8 — Dextrine. Auch hier wurde das px mittels n HCl auf die 
gewiinschte GréBe eingestellt. 

Es konnte kein EinfluB des pq nachgewiesen werden. Bei allen unter- 
suchten px (2,7, 4,9 und 8,27) war derselbe Prozentgehalt der Dextrine 
gebunden, und zwar 38°. Um die Reversibilitat der Bindung im sauren 
Gebiet zu untersuchen, wurden spezielle Experimente mit Verdiinnung 
durch Wasserzusatz bei pu = 2,8 ausgefiihrt. Auch die Bindung Eiweib 
—Dextrine zeigte sich bei diesem px als irreversibel (Tabelle XIV). 
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Tabelle XIV. 


20 g geronnenes EiweiB + 10 ccm H,O oder HCI + 20 cem 1 °,ige Dextrine. 
4 Stunden geschiittelt. 





Gebundene Dextrine in ©), der Gesamtkonzentration 
H ” 

P Grenzwerte Mittel werte 
2,70 36,7—39,0 38 
4,90 37.3—39,5 38 
8,27 36,7—39,0 38 
2,70 Nach 4Std 300 ccm H,O zugesetzt und 4 Std. 

geschiittelt, 36,7—39,5 38 


6. Einflu8 der in der Lésung anwesenden EiweiSkérper. 

Es interessierte uns, ob die im Solzustande anwesenden EiweiBkérper 
die Bindung Eiweiigel— Starke zu andern vermégen. Zu diesem Zwecke 
wurden einige Experimente mit den Systemen: 30 ccm ungeronnenes Eiweib 

20 cem 1,5%ige Starke + 20 cem H,O oder 20 cem 4° ige Gelatine bei 
pu 8.8 ausgefiihrt. Es wurde auf 100° gebracht und filtriert. 

Es zeigte sich (Tabelle XV), daB die Systeme, die Gelatine ent- 
hielten, obwohl sie sehr gut koagulierten, viel weniger Starke binden 
als diejenigen, die anstatt Ge'atine H,O enthielten. Im ersten Falle 
wurden 46°, im zweiten 76°, der Starke gebunden. Es sind 40°, 
der normal gebundenen Starke in Lésung geblieben. 


Tabelle XV. 


Einflu8 der Gelatine auf Starke —EiweiB. Bindung bei pu 8,8. 





®, der gebundenen Stirke 


Grenzwerte Mittelwerte 


1 30eem EiweibB + 20cem 1,5%ige Starke 
+ 20 cem H, 0, dann koaguliert und filtriert | 75,3—76,6 76 
2 30 cem Eiweih + 20cem 1,5%ige Starke 
+ 20cem 4% ige Gelatine, durch NaOH 
auf Po = 8,8 gebracht, dann koaguliert 
erm i 46 


7. Systeme mit Albuminen (Merck). 

Die Albumine wurden in Wasser gelést und nach 12 Stunden filtriert. 
Immer wurde eine 5°%,ige Lésung gebraucht. Das py der Lésung war 6,06; 
bei diesem px wurden alle Untersuchungen ausgefiihrt. 

Zu 20cem der koagulierten Albuminlésung wurden 10 cem 1,5 °,ige 
Starkelésung zugesetzt und 4 Stunden geschiittelt. 

Im Filtrat fanden wir 66% der Starkemenge, 44°, waren an 
EiweiB gebunden (Tabelle XVI). Sehr interessant ist die Wirkung von 
CaCl,-Zusatz. Bei Anwesenheit von 25 Millimol CaCl, besteht keine 
Bindung, die ganze Starke bleibt in der Lésung. 


g* 
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Tabelle XVI. 


Bindung der Starke mit Albumin (Merck). px 6,06. 





®/, der gebundenen Stirke 


Grenzwert Mittelwert 


1 20cem 5°/,iges durch Erhitzen geronnenes Al- 

bumin + 10 cem 1,5 °/sige Starke, 4 Std. ge- 

a ee err re ae ee eee ae 43,6—44,9 44 
2 20cem 5° iges in einer 25 millimol. Ca Cly-Lsg. 

geronnenes Albumin + 10 cem 1,5°/pige 

Starke, 4 Std. geschiittelt ........ 0 0 


8. System Kohle— Starke. 

Um die LEigenschaften von verschiedenen makroheterogenen 
Koérpern auf die Starkebindung zu vergleichen, untersuchten wir die 
Bindung der Starke auf der Kohle, den EinfluB des py und die Rever- 
sibilitat dieser Bindung. Die erhaltenen Resultate sind aus der 
Tabelle XVII zu entnehmen. 


Tabelle XVII. 


Sorption der Staérke an der Kohle. 0,5 g C medicinalis + 10 cem 1 %ige 
Starke + 10cem Pufferlésung. 4 Stunden geschiittelt. 





°/, sorbiert nach Verdiinnung 


®/) sorbiert mit 200cem H,O und 4 Std. 
Pu nochmaligem Schiitteln 
Grenzwerte Mittelwerte Grenzwerte Mittelw erte 
2,2 24, 0—25,6 25 23,9 —26,3 25 
5,1 26,0 26 -— — 
Be 25,7—26,4 26 24,6—25,3 25 


. Die Bindung ist unabhangig vom px (7,68, 5,10 und 2,22). Uberall 
sind bei 0,5g Carbo medicinalis Merck l0cem 1%ige Stérkelésung 
+ 10cem H,O, NaOH oder HCl 26°, gebunden. Diese Bindung ist 


irreversibel sowohl bei pu = 7,68 als auch bei 2,22. 


Besprechung. 
I. Geronnenes Eiweif —- Starke. 

1. Die Bindung Eiweib—Starke ist bei verschiedenem pq verschieden. 
In der Nihe vom isoelektrischen Punkt ist sie am kleinsten. Die Experi- 
mente, in denen der Einflu8B von Salzen untersucht wurde, zeigten, 
daB diejenigen Ionen (Antiionen), die die Ladung der Eiweibkérper 
am starksten vermindern, auch in viel kleineren Konzentrationen die 
EiweiB —Starke-bindung auf das Minimum herabsetzen. Diese Salze 
kénnen das Volumen und die Breite der zwischenmicellaren Raiume 
vermindern. Die Starke tritt nicht nur mit den auf den duBeren Ober- 
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flachen der Eiweibkoérpergele befindlichen Gruppen in Bindung, sie 
kann auch in die Poren eindringen. Die EiweiBbgele, insbesondere, wenn 
sie noch eine Ladung tragen, ahneln den permutoidalen Kérpern. Die 
Verminderung der Ladung ruft eine Kontraktion hervor. Die Poren- 
groBe wird vermindert. Die Veranderung der gebundenen Starkemenge 
kann also ein Effekt einer mechanischen Kompression sein. Diejenigen 
Experimente, die eine Erklirung geben kénnten, sind sehr schwer 
durchzufiihren. 

Um die PorengréBe, das ist diejenige Menge Wasser, die in den 
Poren eingeschlossen wurde, zu bestimmen, suchten wir das Gewicht 
des koagulierten EiweiBes zu bestimmen. Leider koaguliert das Eiweib 


bei pu = 8,8 nicht vollstandig. Wir verglichen das Gewicht bei 
pu = 8,1, wo eine solche Menge von CaCl, zugesetzt wurde, die eine 
maximale Bindungsverminderung hervorruft, mit dem bei pu = 4,9 


erhaltenen. Die Ziffern sind ahnlich: 22,8 und 25,0, 9°, Differenz 
(Tabelle XVIII). Die gebundene Staikemenge ist bei diesen zwei 
Systemen 46 bis 48 und 31°%,. Die Differenz ist 50°. Es scheint, 
daB auBer der Porenweite, also der Menge der eine Bindung eingehenden 
Oberflichengruppen, auch die Anderungen der chemischen Eigen- 
schaften der EiweiBkérper eine Rolle spielen. 


Tabelle XVIII. 





30 cem Eiereiweif + 20 eem CaC).-Lisung, 
2 £ 


30 ce MereiweiB + 2.5 . 7.5 H.O - he 
30 cem Ejiereiweifi + 2,5n HCl + 17,5 Hy Endkonzentration an CaCl, On 


geronnen, abgesaugt und das Filter mit Eiweif gewogen 


22.81 25,70 
23,22 25,45 
23,41 27,70 
21,87 21,07 
Mittelwert: 22.8 25.0 


Es ist sehr interessant, daB die Kontraktion keine Occlusion 
hervorruft. Die ganze Starke geht in Lésung, wenn die Konzentration 
der Lésungsstirke durch VolumenvergréBerung stark verdiinnt wird, 
oder wenn Salze zugesetzt werden. 

2. Eigentiimlicherweise hat py-Anderung keinen EinfluB auf die 
Menge der gebundenen Dextrine. Dieser Unterschied zeigt uns, dab 
die Bindung Starke—EiweiB und Dextrine— EiweiB von anderen Be- 
dingungen abhangig ist. Wahrscheinlich ist dies durch andere Kon- 
stitution dieser zwei Polysaccharide zu erklaren. Auch der Umstand, 
daB die Menge der gebundenen Dextrine vom px unabhangig ist, spricht 
gegen die Annahme, daB die Salze durch Eiweibgelkontraktion auf die 


Starkebindung hemmend wirken. 


“a 
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3. Die Reversibilitat der Bindung wird bei px = isoelektrischen 
Punkt oder > beobachtet. Im sauren Gebiet war keine Reversibilitat 
beobachtbar. Dieses verschiedene Verhalten kann entweder durch 
eine verschiedene Natur der Starkebindung bei verschiedenem py 
oder aber als Veranderung des Stirkezustandes erklart werden. Es 
ist méglich, daB die gebundene Starke, wenn wir eine Sorption an- 
nehmen, sich auf dem EiweiB konzentriert und so leichter in eine un- 
lésliche Form iibergeht. Solche irreversible Bindung beobachteten wir 
eben in Fallen, wo groBe Kondensation auf den Oberflichen stattfindet. 
Ebenso wie bei der Sorption der Starke auf der Kohle haben wir bei 
allen px einen solchen irreversiblen ProzeB beobachtet. Dasselbe sahen 
Przylecki und Gurfinkiel! im System Starke—Ol, wo die Starke als 
Niederschlag zu Boden sinkt. Der Unterschied zwischen der Reversi- 
bilitat bei pg = 8 und 2 kénnte man als einen Unterschied in der Ladung 
der Starke erkliren. Dieses Kolloid ist ja ein Ester der Phosphorsaure. 
Ks ist als kolloidales Anion bei py >7 starker dissoziiert als bei 4,9 und 
insbesondere bei px = 2,8, wo seine Dissoziation fallt. In sauren 
Lésungen, wo die Ladung der Starke klein ist, kann das Kolloid leichter 
einer Koagulation unterliegen als im alkalischen Milieu. Die Experimente 
mit den EiweiBsystemen und mit dem viel schwieriger koagulierenden 
Dextrin zeigten aber dasselbe Verhalten wie Stairke—EKiweiB. Auch 
hier ist bei px < 4,7 eine irreversible Bindung zu verzeichnen. 

4. Es wurde nachgewiesen, daB dieselbe Menge Starke gebunden 
wird, wenn die Starke durch langes Schiitteln mit koaguliertem Eiweib 
oder im Moment der Koagulation mit EiweiB in Verbindung tritt. Dies 
wurde bei allen untersuchten px bestatigt. In dem py-Bereich, wo eine 
Reversibilitat der Bindung Starke—koaguliertes EiweiB beobachtet 
war, sehen wir eine Reversibilitat der Bindung koagulierendes EiweiB 
—Starke. Wir sehen also, daB bei py 4,7 oder > die Koagulation der 
EiweiBkérper keine Occlusion der Starke hervorruft. Die Starke ist 
an solchen Stellen des ausgeflockten EiweiBes gebunden, daB es ohne 
EiweiBsolvation durch Verdiinnung in Lésung tibergehen kann. Dies 
ist bei pu < 4,7 nicht der Fall. Hier ist eine Occlusion oder irreversible 
Bindung, wie sie schon Przylecki und Gurfinkiel beobachtet haben, 
zu verzeichnen. 

5. Alkohole vermindern sehr wenig die Menge der gebundenen 
Starke im Falle, wo die Mischung (E + 8) zusammen koaguliert wurde 
(Tabelle XIX). In den Systemen, wo die Starke nach der Koagulation 
der EiweiBkérper zugesetzt war, vermindern die Alkohole die Bindung 
ein wenig mehr. 


1 St. Przytecki und M. Gurfinkiel, Biochem. Journ, 23, 1929, 

















hen 
tat 
rch 
Pu 
Es 
an- 
un- 
wir 
let 
bei 
en 
als 
"sj- 
ing 
re. 
nd 
en 
ter 
ite 
en 
ch 


en 
1B 
ies 
ne 
et 








Fae alll 


Bindung der Biokolloide. I. u. II. 119 


Tabelle XIX. 
20 g koaguliertes EiweiB, 20 ccm 1 °,ige Starke + 10 ccm H,O. 4 Stunden 





geschiittelt. 
®/, der freien Starke 
Grenzwerte Mittel werte 
a) 
Obne Alkoholsugabe. . ....... +2 || 46,9—462 46 
Nach 4Std. Propylalkohol 
a) Endkonzentration 2,5%, wieder 4 Std. geschiittelt 39,4—46,3 43 
b) Endkonzentration 4,6%, wieder 4 Std. geschiittelt 39,2—46,1 42.8 
b) 
30 cem ungeronnenes Eiwei8 + 20 ccm 1% ige Starke 
20 cem H,0O, auf 100° erhitzt, filtriert, die freie 
Starke bestimmt .. 33,0—38,5 37 
30 ccm Eiweib + Starke me H, 0 + P -ropylalkohol, End- 
konzentration 2,5°%, auf 100° umm. . cs . | 380,0—37,9 34 
46% ige Lésung, auf 100° erhitst ........ (|| 31,0—374 | 34,6 


6. Der EinfluB der Salze auf die EKiweiB—Starke-bindung ist von 
dem Moment, in welchem sie zugesetzt waren, abhingig. Wenn sie 
vor der Koagulation zugesetzt waren, haben wir einen schnellen und 
starken Effekt. Wenn sie nach dem Gerinnen zugefiigt waren, ist 
der Effekt kleiner und braucht viel mehr Zeit, um zum Gleichgewicht 
zu gelangen. 

Im Solzustande anwesende Eiweibkoérper vermindern stark die 
Menge der gebundenen Starke. Dies hangt entweder von der Anderung 
des Koagulums ab, oder davon, daB das lésliche EiweiB einen Teil der 
Starke bindet. Es bildet sich ein Gleichgewicht zwischen drei Stoffen: 
1. freie Starke, 2. mit dem geronnenen EiweiB gebundene und 3. mit 
dem léslichen Eiwei8 gebundene Starke. 


II. Die Bindung EiweiB—Stdarke und Eiweif — Deztrine. 


1. Wenn die beiden Komponenten sich im Solzustande befinden, 
ist die Bindung Eiwei®—Stirke und EiweiB—Dextrine leicht in 
Alkohollésungen nachzuweisen. In diesen Fallen sehen wir, daB 
die Bindung am klarsten bei pao > 4,7 zu priifen ist. In Alkohol- 
konzentrationen, in denen das Eiwei durch die Ladung als Sol 
stabil ist, die Starke aber allein als schwach geladenes Kolloid koagu- 
liert wird, sehen wir in Gemischen keine Koagulation. Das Eiweib 
bindet sich mit der Starke. Denselben Effekt sehen wir in dem System 
EiweiB— Dextrine, und zwar in Systemen mit EiweiBiiberschuB. 


2. Die Salze, die die Ladung vom EiweiB erniedrigen, vermindern 


auch die Schutzwirkung. 








120 St. J. von Przytecki u. R. Majmin: 


3. Es wurde nachgewiesen, daB die Starke die kritische (fallende) 
Konzentration der Salze herabsetzt. 

Wir verglichen die Systeme: 1°,iges Serumalbumin in H,O und 
1°,iges Serumalbumin in 2°,iger Starkelésung. Das pu war iiberall 
das gleiche. Im Falle, wo Starke zugesetzt wurde, ist die C, (kritische 
Konzentration) fiir Na,SO, um 16 bis 20°, erniedrigt. Denselben Effekt 
der Erniedrigung der C, durch Starkezusatz beobachteten wir bei 
Gegenwart von Alkohol bei der Mischung Gelatine + Starke, wo 
Na, SO, oder MgC, zugesetzt wurden (Tabellen III und IV). 

Im alkalischen Gebiet ist die Natur der Bindung schwer zu be- 
stimmen. Aber auch hier zeigt der Niederschlag ein MitreiBen von 
EiweiB durch die koagulierende Starke. 

Die Komponenten des Koagulats sind verschieden leicht bei ver- 
schiedenem px abtrennbar. Um bei px = 3,0 die Substanzen ab- 
zutrennen, miissen wir den Niederschlag im Wasser lésen. Bei 
pu = 8,0 geniigt ein mehrmaliges Waschen mit Alkohol. 

Es ist sehr interessant, daB Starke und Dextrine auch mit dem 
Kristalloid Glykokoll in Bindung treten. Dies ist aber nur bei einem 
bestimmten px als ein Schutz gegen Koagulation anzusehen, bei 
anderen px wurde die Bindung durch Glykokollanalyse im Starke- 
niederschlag nachgewiesen. Diese Bindung wurde bei allen pq mittels 
Waschen mit Alkohollésung als reversibel gefunden. 

Unsere Experimente zeigen erstens, dab die EiweiB — Starke-bindung 
sehr allgemein ist. 1. So sehen wir, daB sie bei sehr verschiedenem pu 
stattfindet. Sowohl Starke wie Dextrine binden sich mit dem EiweiB 
bei variierendem px von 1,0 bis 10,0, also in Systemen, wo EiweiB 
sowohl als Kation, als Zwitterion, oder als Anion fungiert. 2. Die 
Bindung wurde bei sehr verschiedenen EiweiBkérpern beobacbtet, 
und zwar konstatierten wir sie bei: Gelatine, Serumalbumin, Ov- 
albuminen, Globulinen und Casein. 3. Die Bindung ist beobachtet 
worden bei verschiedenen EiweiB- und Polysaccharidzustanden, und 
zwar bei: 

Ego) + Seo, (Alkohollésungen bei px = 2.2), 

Ey) + So; (Untersuchungen mit koaguliertem Eiweif), 

E.o) + Sgey (Untersuchungen in Alkohollésungen bei pu = 9,0 

oder bei pu < 4,7, wenn viel Starke zugesetzt wurde). 


Was fiir Krafte rufen die Bindung hervor ? 


Wir wollen mit den Systemen bei po = 2 bis 3 anfangen. Bei 
diesem px ist das EiweiB als Kation positiv, die Starke als Anion negativ 
geladen. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Bindung eine ionale ist. 
Sie ist als Bindung zwischen zwei schwachen Elektrolyten schwach 
dissoziierend. 
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Fur diese Annahme sprechen viele Argumente: erstens die Tatsache, 
daB Starke die Koagulation des EiweiBes durch Salze beschleunigt. 
Auch die Tatsache, daB die Salze die Schutzwirkung des Eiweibes 
herabsetzen, spricht dafiir. Diese Schutzwirkung erkliren wir als 
eine Bindung des polyvalenten Eiweibes mit Starke. Eine oder 
einige Kationengruppen werden an Starke gebunden. Es bleiben aber 
freie Ladungen, die das ganze System im Solzustande erhalten. Auch 
die Bindung mit Glykokoll ist ein Hinweis, daB hier eine ionale Bindung 
vorliegt. Das Glykokoll finden wir im Niederschlag, und besonders 
bei pu < 5,8, also da, wo die Aminosdure als Kation dissoziiert ist. 

Die Tatsache, daB das Lésen des Niederschlags Eiwei8— Starke in 
Wasser bei po =2 bei neuem Alkoholzusatz einen immer eiweib- 
armeren Niederschlag liefert, erklaren wir als einen Effekt der reversiblen 
Xeaktion: 

EiweiB + Starke “> EiweiB—Starke. (1) 

Im Ausgangssystem hatten wir: viel EiweiB, wenig Starke. 

Der Uberschu8 von Eiwei8 wird durch Dekantieren abgetrennt. 
Das Waschen mit Alkohol gibt ein System, wo nur Eiweili—Starke 
bleibt. Beim Waschen mit angesiuertem Wasser erhalten wir eine 
Lésung, wobei sich sofort ein Gleichgewicht ‘nach der Gleichung (1) 
einstellt. Ein Teil des EiweiBes bleibt frei. Der Niederschlag enthalt 
Eiwei8— Starke und immer mehr freie Starke. 

Wir sehen also, daB bei px, welches in der Biochemie der tierischen 
Gewebe nicht vorkommt, eine chemische, wahrscheinlich heteropolare 
Bindung von EiweiB mit Polysacchariden ganz méglich ist. 

Viel schwieriger ist es zu entscheiden, ob eine chemische Bindung 
bei pu, das in tierischen Organismen vorkommt, stattfindet. Wenn wir 
die stark alkalischen Proteine auBer Betracht lassen (sie konnen 
eine heteropolare Bindung eingehen, wenn ihr isoelektrischer Punkt 
pu = 7,2 bis 7,4 ist), so kénnte eine heteropolare Bindung in drei 
Fallen méglich sein: 1. wenn die EiweiBkérper durch Salze umgeladen 
werden, d. h. wenn sie als Kationen wirken, 2. wenn sie keine Ladung 
haben, d. h. dem Zustande des isoelektrischen Punktes entsprechen und 
als Zwitterionen wirken und 3. wenn wir nicht weit vom iscelektrischen 
Punkt sind und wenn noch dissoziierte Kationengruppen anwesend sind. 

In anderen Fallen ist das Eiweif negativ geladen. Wir wissen noch 
zu wenig, wie die Ladung der Starke bei diesen py ist. 


Unsere Beobachtungen zeigen aber, daB bei pu > 7 die Bindung 
EiweiB—Starke einen anderen Charakter besitzt als bei px > 4,7. 
Die Reversibilitat, die leichte Abtrennung des Eiweibes von der 
koagulierten Starke in Gegenwart von Alkohol zeigt, daB die Bin- 
dung viel labiler ist. 
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Sie ist aber sowohl bei koaguliertem wie im Solzustande befind- 
lichem EiweiB konstatiert worden. 

Die Natur der EiweiB—Stairke-bindung bei px > isoelektrischer 
Punkt des EiweiBk6rpers ist wahrscheinlich keine heteropolare. 

Gegen eine Adsorptionserklarung sprechen die Experimente, die 
mit Alkohol bei px = 8,0 als Eluens ausgefiihrt wurden. Bei diesem 
pu, wo schon das Wasser das Gleichgewicht verschiebt, ruft der Alkohol 
keine Elution hervor. Eine plausiblere Annahme ware beim heutigen 
Stande unserer Kenntnisse die, dai auch bei pq > isoelektrischer 
Punkt des EiweiBes eine chemische Bindung des Eiweif—Starke- 
komplexes eintritt. 
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Der Abbau des Caseins durch Erwirmung mit Glycerin 
und die Struktur des Abbauproduktes. 


Die Isolierung eines Tetrapeptid-Doppelassoziates. 


IX. Mitteilung zur Ermittlung der EiweiSstruktur. 


Von 
A. Fodor und Sonja Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie, Hebrew University 
in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1931.) 


Am Beispiel der Gelatine hatten wir Gelegenheit, eine Methode 
ausfindig zu machen, um gewisse in den Proteinmoiekiilen vorgebildete 
Aminosiurekomplexe strukturchemisch aufzukliren. Die Methode be- 
steht darin, daB das betreffende Protein in heiBem, wasserfreiem 
Glycerin aufgelést und die so erhaltene Lésung nach _relativ 
kurzem Erhitzen abgekiihlt und in einen Uberschu8 von Alkohol ein- 
getragen wird. Dabei scheiden sich Produkte ab, die im urspriinglichen 
Protein durch Krafte gebunden waren, die einer relativ so glimpflichen 
Behandlung wie das Erhitzen mit Glycerin auf 130 bis 150° keinen 
Widerstand zu leisten vermochten. Eine hydrolytische Spaltung ist 
unter diesen Bedingungen als vollig ausgeschlossen zu betrachten. Um 
die chemische Struktur dieser Glycerin-Abbauprodukte zu ermitteln, 
behandelt man sie mit heibem Essigsiureanhydrid und trennt die 
entstandenen acetylierten Produkte mit Hilfe eines alkoholischen 
Fraktionierverfahrens in solche von héherem und niedrigerem Mol- 
gewicht. Die ersteren werden aus den alkoholischen Lésungen zum 
Teil von selbst ausgeschieden, zum Teil mit Ather gefallt, wogegen die 


letzteren meistens in den alkoholisch-itherischen Mutterlaugen ver- 
bleiben, in denen sie sodann aufgefunden werden kénnen. Die letzte 
Reinigung der so erhaltenen Fraktionen erfolgt fiir gewéhnlich durch 
die Umfallung der Chloroformlésung mit Petrolather. 

Bei einem Eiweibkérper, wie die Gelatine, braucht der Abbau 
durch Glycerin gar nicht zur Anwendung zu kommen, da sie sich in 
Essigsiureanhydrid direkt auflést und bei diesem Verfahren im Prinzip 
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die namlichen Produkte und in nahezu gleicher Ausbeute ergibt, wie 
beim Umweg iiber die Glycerin-Abbauprodukte. Beim Casein ist die 
Lage der Dinge eine andere: Hier sind wir gezwungen, iiber das Glycerin- 
Abbauprodukt zu gehen, da sich das trockene Caseinpulver in Essig- 
siureanhydrid nicht auflést. Die meisten Proteine diirften sich dem 
Casein ahnlich verhalten. Die Gelatine bildet eine Ausnahme, wie dies 
auch fiir andere Eigenschaften zutrifft, insbesondere fiir die Quellung 
und Léslichkeit, sowie fiir die Dissoziationstendenz ihrer chemischen 
Komplexe. Bekanntlich geniigt ein gelindes Erwirmen der Gelatine- 
lésung, um Viskositaét und MolekulargréBe ganz betrachtlich zu ver- 
ringern. 

Die vorliegende Mitteilung hat die Anwendung der oben _ be- 
schriebenen Methode auf den Caseinabbau zum Gegenstand. Wir 
lassen zundchst die von uns durchgefiihrten Versuche folgen, um sodann 
der Diskussion iiber die Versuchsergebnisse naiherzutreten. 


Versuche. 
1. Abbau des Caseins mittels heiBen Glycerins. 

25 g gepulvertes Casein (Hammarsten) werden in Portionen in 300 g 
wasserfreies Glycerin eingetragen und die Mischung in einem Olbade 
3 Stunden lang auf 130 bis 150° erwirmt. Das Casein ertrigt diese 
Behandlung besser als die Gelatine, da es im Gegensatz zu dieser keine 
sichtbaren Zersetzungsprodukte entstehen laBt, indes die Gelatine 
zwischen 130 und 150° stets Ammoniakdimpfe abgibt. Die Auflésung 
des Caseins im heiBen Glycerin erfolgt sehr rasch. Beim Abkiihlen 
erstarrt das Reaktionsgemisch zu einem dicken Teig. Aus letzterem 
Grunde wird es noch warm, etwa 90 bis 100° heiB, in einem diinnen 
Strahl und unter maschinellem Rihren in etwa 2,5 bis 3 Liter absoluten 
Alkohol eingetragen und der sich sofort ausscheidende hellbraune 
Niederschlag iiber Nacht zum vélligen Absitzen gebracht. Nach dem 
Abdekantieren der iiberstehenden Fliissigkeit wird der Niederschlag auf 
einem Jena-Glasfilter abgesaugt, zuerst mit absolutem Alkohol, sodann 
mit Ather griindlich gewaschen und im Exsikkator iiber Schwefelsaure 
zur Trocknung gebracht. Die Ausbeute betragt etwa 17 g (Produkt A). 

Zur weiteren Reinigung des Produktes A wurden zwei Methoden 
angewandt. Die von uns zuerst benutzte besteht im folgenden: 

15g Produkt A werden in 150ccm 20% iger Essigséure gebracht 
und der geléste Anteil vom nichtgelésten durch Abzentrifugieren (Ecco- 
Rekord-Zentrifuge, 5000 Umdrehungen) getrennt. Die Behandlung mit 
der Essigsiure mu 6fters wiederholt werden, da das Produkt durch 
erstere nur allmahlich peptisiert wird. Am SchluB werden die ver- 
einigten Zentrifugate (unléslicher Riickstand Z) mit Ammoniak unter 
guter Eiskiihlung bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, die 
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zur Ausscheidung gelangende teigig beschaffene Masse durch Verreiben 
mit Wasser in einer Reibschale zur Verteilung gebracht und abermals 
durch Zentrifugieren abgetrennt. Der Zentrifugierriickstand wird etwa 
dreimal mit Eiswasser ausgewaschen und das Zentrifugieren behufs 
Abtrennung der Waschfliissigkeit wiederholt. Das ausgewaschene 
Produkt ist in weiteren Portionen des Waschwassers nicht unléslich, 
weswegen man das Waschen bald einstellen muB. Ersteres, Produkt C, 
wird hierauf exsikkatortrocken gemacht, ist aber noch keineswegs frei 
von Ammonsalz. Zur weiteren Reinigung wird daher die Substanz 
in Kisessig kalt gelést und die Liésung mit Ather gefallt. Vor der Fallung 
ist eine Filtration durch Glaswolle vonnéten. Die Fallung selbst er- 
folgt unter maschineller Riihrung durch einen diinnen Atherstrahl. 
Das Nachwaschen geschieht mit trockenem Ather, die Trocknung im 
Exsikkator iiber Schwefelsiure und Natronkalk. Die letzten Essig- 
siurespuren entweichen sehr langsam, weswegen man den Natronkalk 
oft erneuern mu (Produkt C;,). 


Die zweite Reinigungsmethode besteht in der direkten Auflésung 
des Produktes A in Eisessig und Fallung der Lésung mit Ather in der 
oben beschriebenen Weise (D). Zur Vorsicht wird hier die Eisessiglésung 
langere Zeit, am besten nachtsiiber, aufbewahrt, von einer inzwischen 
entstandenen Triibung mittels Zentrifugierens abgetrennt und die Ather- 
fillung erst jetzt vorgenommen (Produkt D,). Die Produkte D und 
D, werden ebenfalls iiber Natronkalk getrocknet. Zur Analyse erfolgt 
doppelte Umfallung aus Eisessig mit Ather und Trocknung iiber P,O, 
im Vakuumapparat bei 105° (Analysenresultate s. Tabelle 1). 


Tabelle I. 


Analyse des nichtacetylierten Produktes. 


Produkt C,. 
0,1684 g Substanz. 16,90 cem n/10 Saéure nach Ajeldahl, entspr. 14,05°, N, 


0,1140 g a i258 , aj/@ » ” os * 13,94% N, 

0,2150 g “ 145 ,, n/2 NaOH nach Neumann, entspr. 0,37°) P, 

0,2100 g * in 20cem Wasser gelést geben im Halbdezimeter- 
polarisierrohr 0,30°; | «|3) 57, 1°. 


Produkt D (F. 320°). 


0,1062 g Substanz: 10,25 ccm n/10 Séure nach Ajeldahl, entspr. 13,52°, N, 


0,1210 g Substanz: 16,40 ecem n/10 Séure nach Kjeldahl, entspr. 13,55°, N, 

0,2504 g Substanz: 2,30 cem n/2 NaOH nach Neumann, entspr. 0,51°, P, 

0,1666 g Substanz: 1,90 cem n/2 NaOH nach Newmann, entspr. 0,62°, P, 

0,1306 g Substanz: in 9ccm Wasser gelést, geben im Halbdezimeterrohr 
— 0,469; [a)9? = 64,7°. 

Die N-Werte um den P-Wert korrigiert (P,O;/2): im Mittel 13,69°, N. 
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Produkt D,. 
0,1124 g Substanz: 10,90 cem n/10 Séure nach Kjeldahl, entspr. 13,59°%, N, 
0,1274 g Substanz: 12,40 cem n/10 Séure nach Kjeldahl, entspr. 13,64°% N. 

Um P,O,/2-Werte korrigiert, im Mittel: 13,79% N. 

0,1980 g Substanz, in 25cem 80°% igem Alkohol gelést, verbrauchen 
nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz 4,30 cem alkoholische NaOH n/10 
(als Indikator Thymolphthalein; Einstellung durch Riicktitration der 
iiberschiissig zugesetzten alkoholischen Lauge mit alkoholischer n/10 Saure, 
und zwar sofort). Auf das Molekulargewicht 913,6 berechnet 1,98 Aquiva- 
ente COOH. 

0,2102 g Substanz, nach der Methode von Linderstrém-Lange auf 
Aminogruppen titriert, ergeben 2,30 cem n/10 HCl; auf das Molekular- 
gewicht 913,6 berechnet 1,0 Aquivalent N H,, entspr. 1,53 °% Amino-N. 


3 i 5 NH,-Aqu. l 
Verhaltnis COOH-Aqu. =o. = rund = 
ee aia its N H.-N 1,53 l 
Verhaltnis oe = tee = = 
0.6730 g Substanz, in 14,53 g Eisessig gelést, 4 = 0,22°, Molekular- 
gewicht = 785. 
NH,-N. 40.79mg 5,97 
v (in 100cem Hydrolysat) = = : 


Gesamt-N 61,63mg 9 
Berechnet fiir D, = Cy, Heg;N,O,2. 2 H,O — 913,64, N = 13,80%, 


Gesamt-N 9°” _ ee ee cia: 


N H.-N ] . ici ; ' 
COOH = >; v-Wert=/, bis °/9; Molgewicht = 913,64. 


Berechnung des Molgewichtes von D, aus den Acetylprodukten. 





Nach 


Mol- 
Gewicht der Fraktionen fee ace Molgewicht mA we ry 
& 
I, I, III, Ta, Ma, Ma, e = 32g 26 877 76 670 
(abgeleitet vom Doppel- (wasserfreier Doppel- 
Tetrapeptidkom plex) tetrakom plex ) 
M und » = 9¢g 8 438 24 105 
(Die zugehérigen acetyl- (Mittel beider 
freien Geriiste in D, als Tetrakomplexe) 
Tetrapeptide vorgebildet 
gedacht) z. ; 
34 g 100% 775 


Gef.: 785 (s. oben). Ber.: 775. 


Die Produkte C,, D und D, stellen fast farblose Substanzen von 
kristallinischem Habitus dar. Sie quellen mit Wasser gallertartig auf, 
dispergieren sich jedoch auf diese Weise nicht zur klaren Fliissigkeit, 
lediglich zu einem System von opakem, solartigem Habitus. Erst 
nach dem Hinzufiigen von Alkohol, etwa von 50° Alkoholgehalt an- 
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gefangen, erfolgt eine Verteilung zur klaren Lésung. Uber etwa 80°, 
Alkoholgehalt tritt wieder eine Ausfaillung der Substanz, zunachst in 
Form einer weiBen Milch, ein. In reinem Alkohol ist sie demnach 
unléslich, ebenso in Ather. Wie gehért, lést sie Eisessig bereits bei 
Zimmertemperatur leicht auf. In sehr verdiinnter Saure ist die Substanz 
leicht léslich, ebenso in Alkali, verhalt sich also amphoter. Dazwischen 
liegt ein Flockungsoptimum, so das bei der Neutralisation der Saure- 
lésung mit Alkali zunachst eine Flockung auftritt und erst tiberschiissige 
Lauge Lésung bewirkt. Das Produkt besitzt also noch weitgehend 
Caseineigenschaften. 


Der Schmelzpunkt von Produkt C, betragt etwa 312° (unkorr.). 
Von 180° an wird die Substanz braun gefirbt und schmilzt sodann zu 
einer zihen Masse. 

Produkt D, zeigte einen Schmelzpunkt von 320°. 


Sie geben die Biuret- und Ninhydrinreaktion, doch fallen alle 
iibrigen EiweiBfarbreaktionen, mit Ausnahme der Pyrrolprobe, negativ 
aus. Die Millonsche Probe ist trotz des Umstandes, dal die Pro- 
dukte nachweislich Tyrosinspuren enthalten, sehr undeutlich geblieben. 
Die Glyoxylreaktion, sowie die Bromwasserprobe auf Tryptophan sind 
negativ. 


2. Totalhydrolyse und Isolierung der Aminosdurenbausteine von C,. 


SD aw 0) 


30 g Produkt C, wurden mit der fiinffachen Menge 25° ,iger Schwefel- 
siure 16 Stunden lang gekocht und die letztere aus dem Hydrolysat 
mit Baryt genau niedergeschlagen. Vom 2400 ccm betragenden Hydro- 
lysat wurde ein Drittel zur Isolierung der Basen und der Rest zur Ver- 
esterung nach der Methode von £. Fischer verwendet. 

Beim Verdampfen des zur Veresterung bestimmten Anteils im 
Vakuum schieden sich etwa 0,3 g Tyrosinkristalle aus (N-Gehalt 7,7 
und 7,5%). Das Filtrat von diesen wurde nach dem Verdampfen zweima] 
in der gewohnten Weise mit absolutem Alkohol und Salzsauregas ver- 
estert, die Lésung im Vakuum zum Sirup verdampft und die Infreiheit- 
setzung der Ester nach der bekannten Fischerschen Methode durch- 
gefiihrt. Der atherische Auszug der freien Ester wurde nach dem 
Trocknen mit gegliihtem Natronsulfat bei niederer Temperatur ver- 
dampft und der fliissige Verdampfungsriickstand der fraktionierten 
Destillation unterworfen. Auf diese Weise wurden zwei Hauptfraktionen 
aufgefangen, eine im gewéhnlichen Vakuum bis etwa 60° und die zweite 
im verstarkten Vakuum bis iiber 120°. In diesen beiden Fraktionen 
wurde nach ihrer Verseifung mit siedendem Wasser die Anwesenheit 
folgender Aminoséuren festgestellt: Alanin (weibe  kristallinische 
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Masse, sehr si8 vom Geschmack, N-Gehalt 14,7°, statt der berechneten 
15,7); Leucin (Hauptmenge); N-Gehalt als Mittel von sechs Bestim- 
mungen 10,43°,, berechnet fiir Leucin 10,7°,; Prolin (in den alkoho- 
lischen Ausziigen der vorigen Aminoséuren. Die Kupfersalze von zwei 
Fraktionen, die sich aus den alkoholischen Extrakten ausgeschieden 


haben, ergaben 22,12 bzw. 21,78°, Cu, berechnet fiir Prolinkupfer 21,7 ° . 


Im Riickstand der Esterdestillation wurde, da in den _ iiber- 
destillierten Anteilen keine Glutamin- bzw. Asparaginsiure auffind- 
bar war, auf die Anwesenheit von Pyrrolidoncarbonséure gefahndet. 
Da sich auch in diesem Riickstand nach der bekannten Methode 
E. Fischers weder asparaginsaures Baryt, noch Glutaminséure-chlor- 
hydrat abscheiden lie, wurde die vom Nachweis des letzteren her- 
riihrende mit Salzsiuregas gesittigte wasserige Lésung im Vakuum 
vollstandig verdampft, der sirupige Riickstand, der eine starke Pyrrol- 
reaktion gibt, mit Alkohol ausgezogen, von einer geringen unldslichen 
Menge abgetrennt und der alkoholische Extrakt mit Ather zur Fallung 
gebracht. Es gelangte ein weiBer kristallinischer Kérper zur Aus- 
scheidung, der auf Grund seines N-Gehalts (10,83°, N) als Pyrrolidon- 
carbonsdure (berechnet 10,85°%, N) erkannt wurde. 

Zwecks Untersuchung auf die Anwesenheit der basischen Amino- 
siuren wurde der fiir diese Priifung reservierte Anteil nach dem Kochen 
mit Magnesia (zur Entfernung etwa vorhandenen Ammoniaks) mit 
Barythydrat behandelt, dieses wieder durch Schwefelsiure genau ge- 
fallt und sodann in der iiblichen Weise der Silberbarytniederschlag 
erzeugt, der jedoch héchstens Spuren organischer Substanz enthielt. 
Es konnte daher nur Lysin vorhanden sein. Nach der Entfernung 
des Silbers mit Schwefelwasserstoff in Gegenwart von Schwefelsiure 
wurde das Filtrat vom Silberbarytniederschlag mit Phosphorwolfram- 
sdure gefallt, der abfiltrierte Niederschlag mit Baryt zersetzt und aus 
dem Filtrat der Baryumverbindung das iiberschiissige Baryt mit Kohlen- 
siure niedergeschlagen. Das fast zur Trockne verdampfte Filtrat 
wurde mit wenig Wasser aufgenommen, mit alkoholischer Pikrin- 
siure versetzt und die Entstehung des Lysinpikrates vom Schmelz- 
punkt 148 bis 152° festgestellt. 


3. Behandlung von Produkt C mit Essigsdureanhydrid. 


40 g des im Exsikkator getrockneten Produktes C wurden in einem 
Olbade und unter Riickflu8 mit der zehnfachen Menge siedenden Essig- 
siureanhydrids behandelt, bis véllige Lésung eintrat. Das Sieden wurde 
hierauf noch 4 Stunden lang fortgesetzt. Nunmehr erfolgte Filtration 
durch Glaswolle und Abdestillation des Anhydrids im Vakuum, mehr- 
fache Destillation des riickstandigen Sirups mit Methylalkohol, um ihn 
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vom Anhydrid méglichst weitgehend zu befreien und endlich Ex- 
traktion des Riickstandes mit 250 cem Alkohol von 96°, unter Riick- 
fluB. Der jeweils erhaltene alkoholische Extrakt wurde abdekantiert 
und die Extraktion mit frischen Alkoholmengen fortgesetzt. Auf diese 
Weise wurden insgesamt acht Extrakte bis zur fast vélligen Auflésung 
des Sirups gewonnen, von denen jeder eine kérnig-kristallinisch aus- 
sehende, hellbréunlich gefarbte Ausscheidung beim Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur gab, deren optische Drehungen in 40°,iger Essigsaiure 
gleich viel betrugen, nimlich — 50 bis — 52°. Aus diesem Grunde konnten 
sie vereinigt behandelt werden. Ihr Rohgewicht betrug nach dem 
Trocknen 19,5 g. Nach der Umfallung aus 90°,iger Essigsdéure, worin 
die Substanz in der Kalte gelést wurde, mit Ather, wurden insgesamt 
15 g der Fraktion I erhalten. Diese wurden zwecks weiterer Reinigung 
mit heiBem Chloroform ausgezogen, von einem unléslichen Anteil ab- 
getrennt und die Lésung mit Petrolither gefallt. Die so dargestellte 
Fraktion K betrug dem Gewicht nach 4 g, indes der unlésliche Riickstand 
nach seiner Umfailung aus der Eisessiglésung mit Ather, Fraktion R,, 
7g wog. 

Die vereinigten alkoholischen Mutterlaugen der urspriinglichen 
Fraktionen gaben nach der Fallung mit Ather 4g der Fraktion A, die 
zur weiteren Reinigung gleichfalls in Chloroform gelést wurde. Die 


Fallung dieser Lésung mit Petrolaither lieferte 3,5 g¢ Fraktion N. 
Fraktion I (19,5 ¢) + alkoholische Mutterlauge 
| 


aus 90° oiger Essigsaure Ather 
mit Ather gefallt 


v 
Fraktion A (4g) 
Fraktion Ia (15 g) 
in k. Chloroform geldst, 
h. Chloroform mit Petrolather gefallt 


v 
Fraktion N (3,5 g) 
v 
Extrakt + Rickstand R (11 g) 


| | 
Petrolather in Eisessig gelist, 
| mit Ather gefallt 
of l 
Fraktion K (4 g) Y 
Fraktion R, (7 g) 

In reinem Wasser sind diese Produkte beinahe unléslich, beim 
Erwarmen ballen sie sich an der Oberfliche zusammen. Dagegen sind 
sie in verdiinntem Alkohol leicht léslich, nicht aber in absolutem. Am 
besten lést ein etwa 80 bis 90°,iger Alkohol. Ather und Petrolather 
lésen sie nicht merklich auf, wohl aber sind die meisten Fraktionen, wie 
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bereits die obige Tabelle erweist, in Chloroform leicht léslich. Ebenso 
ist Eisessig ein gutes Lésungsmittel. 

In Sauren lésen sich die Produkte nicht auf, leicht dagegen in 
Alkali. Beim Ansauern entsteht eine Fillung. Die Eiweibreaktionen 
fallen alle negativ aus. 


4. Behandlung von Produkt D, mit Essigsdureanhydrid. 


45 g des Produktes D, wurden mit Essigsdéureanhydrid in der genau 
gleichen Weise behandelt, wie sveben beschrieben wurde. Der nach 
dem Abdestillieren des Anhydrids verbleibende Riickstand wurde mit 
siedendem Alkohol dreimal hintereinander ausgezogen, worauf sich bis 
auf 0,4 g alles aufgelést hatte. Die drei Extrakte gaben bei der Ab- 
kiihlung je eine Ausscheidung und je ein Filtrat: Fraktion I (10g), 
Fraktion II (3 g) und Fraktion III (0,35 g). Sie wurden mit warmem 
Chloroform aufgenommen, von einem unléslichen Riickstand @ (4 g) 
abgetrennt und die Lésung mit Petrolaither gefallt. So lieferten die 
Fraktionen I und II die gereinigten Fraktionen A (6 g) bzw. B (1,5 g). 

Die alkoholischen Filtrate der urspriinglichen Ausscheidungen lieBen 
sich mit Ather fallen und gaben auf diese Weise Fraktion Ia (11 g), 
Fraktion Ila (3 g) und endlich Fraktion Illa (0,4 g). Die ersten beiden 


\ wurden in heifem Chloroform ¢ufgenommen und die Lésung mit Petrol- 


aither gefallt: Fraktion Ib (10‘2 g) bzw. Fraktion IIb (2,5) g. 

Riickstand g wurde in kaltem Eisessig gelést, ein geringer unléslicher 
Anteil abzentrifugiert und das klare Zentrifugat mit Ather gefiallt, 
mit viel Ather gewaschen (wie alle aus Eisessig gewonnenen atherischen 
Fallungen) und getrocknet: Fraktion 0, (2,2 g). 

Alle alkoholisch-atherischen Mutterlaugen wurden vereinigt ab- 
gedampft, der Riickstand in ganz wenig Alkohol gelést und mit trocknem 
Ather gefallt. Das abgetrennte Produkt wurde aus Chloroform mit 
Petrolather umgefallt, worauf es ein schén kristallinisch aussehendes 
Geprage gewann: Fraktion M (6g). Die letzte alkoholisch-atherische 
Mutterlauge lieferte beim Verdampfen einen sirupigen Riickstand, der 
auch nach dem Umfillen aus der Chloroformlésung mit Petrolaither 
sirupés blieb. Bei der Auflésung dieses neu entstandenen Sirups in 
absolutem Alkohol und Fallung der Lésung mit getrocknetem Ather 
erhielt man eine halbfeste Masse, daneben wieder eine alkoholisch- 
atherische Mutterlauge. Die Lésung der halbfesten Masse in absolutem 
Alkohol wurde am Wasserbade eingedampft und der sirupése Riick- 
stand mit trocknem Ather so lange verrieben, bis Erstarrung eintrat : 
Fraktion g (1,2 g). 

Die letzte alkoholisch-aitherische Mutterlauge wurde genau so be- 
handelt, es verblieb jedoch nur ein halbfester Riickstand q, (2 g), 
der nicht weiter untersucht werden konnte. 
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Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Im Mittelpunkt des Interesses stehen die Produkte C, und D,, die 
aus der Glycerinbehandlung direkt hervorgehen. Sie besitzen pepton- 
artige EKigenschaften, lésen sich allerdings schwer in Wasser auf, leicht 
dagegen in verdiinntem Alkohol. Sie geben, wie wir oben vernahmen, u. a. 
die Ninhydrinreaktion. Durch Pepsinsalzsiure werden diese Produkte, 
sofern wir von einer Nebenwirkung der Salzséiure absehen, nicht an- 
gegriffen. Die Totalhydrolyse ergab die Anwesenheit von Leucin, die 
an Ausbeute die iibrigen Aminosauren iibertraf, sodann von Prolin, 
Pyrrolidoncarbonsaiure, Lysin und Alanin. Unverianderte Glutamin- 
siure befand sich unter den Produkten der Esterdestillation nicht, 
ferner lieBen sich auBer dem Lysin andere basische Aminoséuren nicht 
feststellen. Somit diirfen wir annehmen, daB wahrend der Glycerin- 
behandlung eine Anhydrisierung der urspriinglichen Glutaminsaéure zut 
Pyrrolidon-carbonsaure erfolgte. 

Wie die Analyse des Produktes D, ergab (s. Tabelle 1), betragt 
der Stickstoffgehalt 13,79°,. Sodann besagt die Carboxyltitration 
nach der Methode von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz, daB hier auf 
das Molekiil C,,H,,N,0,..2H,O = 913,64 genau 2 Aquiv. COOH 
Amino-N 

- betrigt genau 1:9. Das gleiche 
Gesamt-N 
Verhaltnis im Totalhydrolysat (v-Wert) 6: 9. 

Beziiglich dieser v-Werte bei den einzelnen Fraktionen ist zu er- 
wahnen, daB es sich beim laingeren Kochen mit der verdiinnten 
Schwefelsiure nicht vermeiden 1aBt, daB die Pyrrolidoncarbon- 
siuremolekiile zum Teil ge6éffnet und in Glutaminséiure umgewandelt 
werden. Aus diesem Grunde ist der Amino-N-Wert im Total- 
hydrolysat in der Regel héher, als er der aufgestellten chemischen 
Strukturformel (s. u.) entspricht. 

Der Gesamtstickstoffwert von 13,79°, stimmt mit dem fiir die 
gleiche Formel berechneten N-Wert von 13,80° vorziiglich iiberein. 


entfallen. Das Verhaltnis 


Dagegen finden wir, daB das gefundene Molgewicht von 785 mit 
dem auf Grund obiger Formel berechneten (913,64) nicht iibereinstimmt. 
Der Grund dazu ist darin zu suchen, daB das Produkt D, partiell be- 
reits desassoziiert ist. Produkt D, (und auch C,) muB von uns als ein 
doppeltes Tetrapeptid: 

Prolyl—pyrrolidonyl—lysyl—leucin 
° 
Prolyl—pyrrolidonyl—alanyl-leucin 


angesprochen werden. Dementsprechend besitzt es zwei freie (end- 
standige) Carboxylgruppen, eine freie, dem Lysinrest angehérende, 
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Aminogruppe. Der v-Wert sollte der Formel entsprechend 5 : 9 betragen, 
wogegen der Versuch nahezu 6:9 ergab, aus Griinden, die wir oben 
hervorgehoben haben. 


Das gegeniiber der Theorie niedrigere Molgewicht laBt sich dadurch 
erklaren, daB im Produkt D, der doppelte Tetrapeptidkomplex partiell 
in zwei einfache Tetrakomplexe zerfallen ist. Wir haben in Tabelle I 
an Hand der acetylierten Fraktionen das AusmaB dieses Zerfalls be- 
rechnen kénnen und kamen zu einem Wert, der in unmittelbarer 
Nahe des gefundenen Wertes fiir die MolekulargréBe des Produktes D, 
liegt (770 statt 785 gefunden). 


Was die Verkniipfung der beiden Tetrapeptidkomplexe zu einem 
Doppelkomplex betrifft, so bedienen wir uns hier der gleichen Hilfs- 
mittel, die bereits bei der Gelatine in Anwendung kamen, namlich der 
tautomeren Umlagerung der —CO—NH-Bindung zu —C (OH)—N 
unter Freiwerden von zwei Valenzen, die sich an ahnliche zwei freie 
Valenzen verankern: 

(2) 
CHy-——C Hy © Hy -C Hy-C Hy-C Ho-N Hy 


CHs « 
’ ‘ (3) 7 
CH,-CH, co CH-C(OH).N.CH-CO.NH-CH-CH,-CH — . HO 


CH, CH CO.N | eae CH, 
i | | CH,—CH, 
H, 0.CH-CH,-CH-NH.CO-CH-N C(OH)—cH. Jeo CHa—CH, 
CH, boon CH, N.CO—CH CH; 
= C4, Hez No Oj9.2H,0 — 913,64 NH 


(5) 


Bei einer genaueren Betrachtung dieser Formel sehen wir, dai nur 
eine einzige Méglichkeit fiir eine solche doppelte Briickenbindung 
zwischen den beiden Tetrapeptidketten besteht. Ferner finden wir fiir 
den Eintritt von Acetylgruppen eine fiinffache Méglichkeit, auf die 
sich die eingeklammerten Ziffern der Formel beziehen. Wie die Er- 
gebnisse der Acetylierung beweisen, kann in der Tat diese fiinffache 
Acetylierung erreicht werden. 


Wir gelangen damit zu den acetylierten Fraktionen. 


Fraktionen K und N. 


Diese Fraktionen stellen Tetraacetylderivate des obigen Doppel- 
tetrapeptids dar: C,gH,,;N,0,,.2H,O = 1081,7. Der gefundene 
v-Wert betragt 5,5:9 bis 6:9 (theoretisch 5:9). Das Molgewicht 
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(s. auch Tabelle II, wo auch die iibrigen analytischen Werte spezifiziert 
sind) betragt 918,7 bis 924,9 statt des berechneten Wertes (1081,7). 
Auch hier ist der Grund in einer partiellen Desassoziation des doppelten 
Tetrakomplexes in zwei einfache (acetylierte) Tetrapeptide zu suchen. 
Selbstverstandlich werden durch diese partiellen Desassoziationen die 
stéchiometrischen Verhaltnisse nicht verandert, so daB wir unsere 
Berechnungen auf das Molgewicht 1081,7 beziehen kénnen. Wir haben 
dann zwischen dem additiven Molgewicht und dem praktischen gefundenen 
Molgewicht zu unterscheiden. Beide kénnen iibereinstimmen, wenn 
eine Desassoziation nicht diese Ubereinstimmung stort. 

Der Carboxylwert, bezogen auf das additive Molgewicht von 1081,7, 
betragt nach der Methode! von Willstatter und Waldschmidt-Leitz genau 2, 
entsprechend der obigen Grundformel fiir D,. Der Acetylgehalt stimmte 
mit einem Tetraacetylderivat dieser Grundformel iiberein. 

Produkt R, weicht durch sein héheres Molgewicht mit 1342 und 
seinen relativ niedrigen Acetylgehalt von den Produkten K und N ab. 
Um seine Entstehung zu erklairen, miissen wir, ebenso wie dies seinerzeit 
bei der Entstehung bestimmter Abkémmlinge der Gelatine bei ihrer 
Acetylierung erfolgte, ein gewisses, wenn auch durchaus untergeordnetes 
AusmaB eines acetolytischen Zerfalls der urspriinglichen Kette an- 
nehmen. So im vorliegenden Falle einen Zerfall der beiden Tetrapeptid- 
ketten in die Dipeptide Prolyl-pyrrolidonylcarbonsaure, Lysyl-leucin 
und Alanyl-leucin. Diese selbstverstandlich in acetylierter Form 
wihrend der Behandlung mit Essigsiureanhydrid entstehenden Di- 
peptide werden sich mit den iibriggebliebenen acetylierten Fraktionen 
vermischen oder aber an diese angelagert werden. Bei dieser Anlagerung 
gelangen wiederum die gleichen tautomeren Umlagerungen von CO — N H- 
Gruppen zur Wirksamkeit. Fraktion R, kann sodann auf folgende 
Weise abgeleitet werden: 

Produkt D, . . CyH»N gO, 

Alanyl-leucin . C,H,,N,O, 

4 Acetylreste . C,H,O,(von jedem Acetylrest wegen der Substitution 


ein H abgezogen) 


C53 H97Ni1 O02) = 1283.87 
Wie die Tabelle II] zeigt, stehen sowohl Stickstoff- als auch Acetyl- 
gehalt, Molgewicht und v-Wert mit dieser Auffassung in bester Uberein- 
stimmung. Ein Gleiches bezieht sich auf den Carboxyltiter, der hier 
nahezu, d.h. innerhalb der einzuraumenden Fehlergrenze, 3 Aquiv. 


’ Unter Anwendung von Thymolphthalein als Indikator, Zufiigung 
iiberschiissiger alkoholischer n/10 Lauge und Riicktitration mit alkoholischer 


n/10 Salzsaure. 
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COOH fiir das komplexe Molekiil betrug. Von den médglichen fiinf 
Acetylierungsgelegenheiten sind vier ausgeniitzt. 


Prol — pyrr — lysyl—leucin 
| 
' ' 
leucin —al— pyrr— Prol* (mit 4 Acetylresten und 3 freien COOH-Gruppen) 
Al—leucin 


Die folgenden Fraktionen riihren von der zweiten Behandlung des 
Produktes D, mit Essigsiureanhydrid her, bei der wir auch die Mutter- 
laugen auf die Anwesenheit niedrigerer Komplexe, d. h. solcher, die sich 
nicht an héhere Ketten verankert haben, untersuchten. 


Fraktionen Ib, IIb. 

Diese beiden stellen Pentaacetylderivate des urspriinglichen Doppel- 
tetrapeptids dar: C;,H,,N,0,,.2 H,O 1123,7. Das gefundene Mol- 
gewicht betragt 1201 und 1056, was beweist, dai in diesen Fraktionen 
keine merkbare Desassoziation des Doppeltetrapeptidgeriistes vor 
sich gegangen ist. Carboxyltiter — 2 Aquiv., entsprechend der Theorie. 


Fraktionen A und B. 

Diese weichen von den vor igen durch einen niedrigeren Acetylgehalt 
ab und stellen offenbar Zwischenstufen einer Penta- und einer Tetra- 
acetylierung dar. [hr Molgewicht spricht fiir die Intaktheit des doppelten 
Tetrapeptidgeriistes (s. Tabelle IT). 


Fraktion M. 

Diese Fraktion leitet sich von der Tetrapeptidkette Prolyl-pyrro- 
lidonyl-alanyl-leucin ab und stellt ein Gemisch von drei Molekiilen 
Diacetylderivat mit einem Molekiil Monoacetylderivat dar: 

3 Mol Diacetyl-(prol-pyrr-al-leucin) = Cg Hiroe N12 Ong 

1 ,, Monoacetyl-(prol-pyrr-al-leucin) = Cy; Hs.N,0; 

additives Molgewicht C99 Hise Nig O51 1935,20 


Das additive Molgewicht von 1935,20 ist hier mit vier zu dividieren, 
um das wahre Molgewicht zu erhalten, das demnach 483,8 betriigt. 
Gefunden wurde als Maximalwert 463, also eine sehr befriedigende 
Ubereinstimmung. N-Wert und Acetylwert (s. Tabelle IT) entsprechen 
nahezu der Theorie, der v-Wert betragt statt 2:4, wie die Tetrakette 
erfordert, 2,16: 4. Die Erhéhung des Zahlers ist auf die oben erwaihnten 
Ursachen zuriickzufiihren. 


1 Die zweite Zeile ist von rechts nach links zu lesen. 
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Tabelle II. 


Analy 








on (Zeichen) 





Frakti 


> 


, 
R, 


Ib 


Iib 


M 





Elementaranalyse 


Substanz 


mg 


4,329 
4,700 


3,820 
4,610 


4,175 


- 


4,09) 


4.200 


4,015 


(Mikro) 


CO, 


mg 


8,505 
9,280 


7,530 
9 080 


8,110 


7,920 


8,170 


7,890 


H,0 


mg 


2,655 
2.900 


2.490 


2.935 


bo 
or 
Se) 
or 


2,460 


2,550 


2,410 


Gesamt-N 
(Ajeldahl) 


Nach der 
Totalhydro- 
lyse mit Saéure 
im Hydrolysat 


Acetylgehalt 
( Wenzel) 


Pe /21 a2] 2] 3 

eis] eel a| 3 

g ecm g ecm mg-9/, mg-°/> 
09,1290 11,05 0,1900 7,00 24,05 39,20 
0.1296 11,15 
0,1070 9,19 0.1905 7,10 36,42 54,64 
0,1430 12,40 
0,1120 | 9,59 0.2140 6,70 34,04 40,63 
0,1094 9,40 
0,0946 7,95 0,2002 8,50 32,60 52,53 
0,0980 8,25 
0,1124 9,40) 0,2055 8,90 
0,1142 |12,10 

l 

onl 9,25 | 0,1952 7,70 | 23,50 34,32 
0,1205 | 9,95 | | | 
0,1050 | 9,00 | 0.1834) 7,30 
0,102 |11,05 | 
0,1058 | 8,80 || 0,2104 7,50 || 27,31 50,43 


0,1246 120,23 | 


| 
0,1012 | 7 


85 
0,1380 |10,50 


0,1200 | 9,25 
0,1098 | 8,55 


5) 8,80 


| 
0.1786 6,45 


COOH-Aqui- 
valente nach 
Willstatter- 


Waldechmiadt- — 


Leitz 





N 

Z Sa 
Ss oH 
a = 

g ecm 


0,2080, 3,85 


0,2186 5,00 


0,2220 4,20 


0.2100 4.60 


0,0704 1,95 


0,2182 5,00 


Kryoskopie 


Lisungsmitte 
4° 


Substanz 


a) 


0,5000 18,43 Eisessig 


0,115° 


19,4 Eisessig 
0,105° 


0.4840 


17,8 Eisessig 
0,080° 


0,4900 


29,59 Eisessiy 
0,080° 


0,4430 


17,22 Hisessig 
0,105° 


0,4900 


0.4820 17,38 Eisessig 


0,100° 
16,72 Eisessig 
0,095° 


0,4280 


0,4630 


0,4986 16,15 Eisessig 


0,26° 


17,47 Eisess £ 
0,315° 


0,4680 


0.4780 


16,56 Eisessig 
0,080° 








i 





2.98 
3,28 


ne Z 
r0 


2,81 


13.04 


[J 
143 


3,05 


) G8 
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Analysefier acetylierten Produkte. 
skopie Gefundene Werte Berechnete Werte 


sungsmitte 
a? 


43 EKisess g 
0,115° 


4 Hisessig 
0,105° 


3 Eisessig 


0,080° 


9 Hisessiy 
0,080° 


2 Eisessir 
0.105° 


8 Eisessig 
1,100° 


2 Eisessig 

),095° 

0 Eisessig 
0,25° 


5 Eisessig 
0,26° 


7 Eisessig 


),315° 


6 Eisessig 


),080° 








3,69 6,88 12,00 15,85 
3,85 | 6,90 | 12,05 
3,75 7,29 11,91 16,03 
3,72 | 7,12 12,14 
11,88 13,40 
12,02 
52,98 | 6,80 11,77 18,26 
33,28] [6,85] 11,79 [18,89] 
[11,87] 
Die Ziffern in [ ] = korr. 


uur 0,7% Asche (C Og-frei) 


52,81 6,73 11,72 18,63 
53,04] [6,76] 11,75 [18,71] 
[11,80] 
| ] = korrigiert um 
143% Asche (CO,-frei) 
3,05 6,79 | 11,65 16,91 
11,57 
2,98 | 6,72 | 12,00 | 17,12 
11,89 
11,65 15,33 
11,52 
10,85 16,64 
10,65 
10,79 15,54 
10,90 


' 
: 





9,16 
11 


5,88 
9 


or 
or 


2,16 





(CH,CO) 





(COOH)-Aqu 


° 
o 


918.7 53,46 7,36 11,65.15,91) 5:9 
bis 
6:9 
2 924.9 53.46 7,36 11,65 15,91) 5:9 
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Wahrend wir in Fraktion M das Acetylderivat einer intakt ge- 
bliebenen Tetrapeptidkette vor uns haben, finden wir in 


Fraktion @ 


ein Produkt vor, das ein Gemisch der einen acetylierten und intakten 
Tetrakette mit den Bruchstiicken der zweiten Tetrakette darstellt: 


Diacetyl-(prol-pyrr-lysyl-leucin) . H,O = Cyg,H4,;N;O9 
Triacetyl-{prol-pyrr-lysyl-leucin) . HzO = Cz, H45N; Oj 
2. Acetyl-(prol-pyrr) . H, O = CoH 3g Ny 0,2 
2. Acetyl-(al-leucin) = Cy3HyN,O; 
additives Molgewicht = Cygp Higa Nig Os— = 2297,34 


Es kommt also auf den Zerfall der Komplexe K bzw. N auf der einen 
und der Komplexe Ib bzw. Ilb auf der anderen Seite in 4+ 2 + 2 
heraus. Dadurch kommen wir zum additiven Molgewicht C, 99 Hy, Nj5 Oxy 

2297,34. Das wahre Molgewicht betragt den sechsten Teil, d. h. 383. 
Gefunden wurden 331, somit eine annahernde Ubereinstimmung. Der 
gefundene N- und Acetylwert entspricht beinahe vollstandig der Theorie. 
Der Carboxyltiter betragt, auf das additive Molekulargewicht bezogen, 
6,40 statt 6, welche Abweichung noch in der Versuchsfehlergrenze liegt, 
zumal die infolge Knappheit des Produktes viel zu kleine Einwage fiir 
die Titration einen solchen Versuchsfehler begiinstigte. 


Fraktion 9. 
Die Entstehungsgeschichte dieser Fraktion ist mit jener von R, im 
Prinzip identisch, nur daB sich hier an das Doppeltetrapeptidgeriist 
statt eines (Alanyl-leucin)-Molekiils ein Molekiil Prolylglutaminy]- 


anhydrid angelagert hat. DemgemaB: 


Doppel-TetrapeptidD,.2H,O = CyHzN,O), 
Prol-glutaminylanhydrid . H,O = Cy) Hy. NO; 
5 Acetylreste (minus 5 H) = Cy Hy) O5 

additives Molgewicht Co, H97 Ny Oog 1367,85 


Das additive Molgewicht 1367,85 stimmt hier mit dem gefundenen (1310) 
in befriedigender Weise iiberein. Der Carboxyltiter betragt 3,1 statt 3 
nach der Theorie. Die Werte fiir N und Acetyl unterstiitzen gleichfalls 
die Annahme der Bildungsweise dieser Fraktion. 

Bei der Darstellung des Produktes C, aus Casein haben wir fur 
die wertvolle Mitarbeit von Frau Dr. J. Edlitz-Pfeffermann zu danken. 


Nachtrag bei der Korrektur. Weitere Bemiithungen um die Auffindung 
eines noch allgemeiner verwendbaren desassoziierenden Mittels zum 
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Ersatz des wasserfreien Glycerins, dem viele Proteine erheblichen 
Widerstand leisten, ergaben, daB das Resorcin in ausgezeichneter Weise 
befahigt ist, diesen Zweck zu erfiillen. Versuche, Casein in geschmolzenem 
Resorcin aufzulésen, fielen recht giinstig aus. Das Reaktionsgemisch, 
das eine Lésung des Proteins im Resorcin darstellt, wird in noch heiBem 
Zustande in Alkohol eingeriihrt, wobei sich das Proteinderivat ausscheidet, 
indes das Resorcin gelést bleibt. Umfallung des ersteren aus der Eisessig- 
lésung mit Ather wird auch hier als weitere Reinigungsmethode ver- 
wendet. Die Ergebnisse im einzelnen werden von uns bei einer kiinftigen 
Gelegenheit mitgeteilt. Bereits hier kann aber erwihnt werden, dal 
man schlieBlich zu einem Produkt gelangt, das dem oben beschriebenen 
Produkt D, véllig ahnlich ist, sich dagegen durch ein héheres Molekular- 
gewicht (etwa 1600 gegeniiber 914 von D,) unterscheidet. Es liegen 
also im Resorcinprodukt teilweise héhere Assoziate vor, ohne jedoch 
eine Verdinderung in den Carboxylaquivalentwerten gegeniiber D, 
aufzuweisen. Es geht daraus hervor, daB die Desassoziation zu tieferen 
Komplexen mit keinerlei Beteiligung der COOH-Gruppen der Tetra- 
peptidkomplexe verkniipft ist, und da® diese im Caseinmolekiil bzw. in 
der Caseinmicelle bereits als solche vorgebildet sein miissen. 








Uber die chemische Struktur einiger Proteine. 


X. Mitteilung zur Ermittlung der Eiwei8struktur'. 


Von 
A. Fodor. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie, Hebrew University 
in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1931.) 


Die alkoholische Fallung einer Glycerinlésung der Gelatine und 
des Caseins ergibt in beiden Fallen kérnig-kristallinisch beschaffene, 
recht hygroskopische Produkte von einem relativ niedrigen Molekular- 
gewicht, die ferner den Habitus von Peptonen besitzen. Sie geben 
die Ninhydrinreaktion und recht kraftig auch die Biuretprobe. 
Im Falle der Gelatine, wo wir dieses Produkt als den P-Teil 
der Gelatine bezeichnet hatten?, konnten wir es als ein Gemisch an- 
sprechen, das zu etwa 50°, aus einem Assoziat besteht, dem wir die 
Bezeichnung Assoziat A erteilten®. Auf Grund der Untersuchung der 
acetylierten Derivate dieses Assoziates A, ferner des mit ihm korre- 
spondierenden Gelatinepeptons, d.h. des mit absolutem Alkohol ge- 
fallten methylalkoholischen Auszuges des eingedampften, durch Pepsin- 


1 1. Mitteilung: A. Fodor u. Ch. Epstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
171, 222, 1927; 2. Mitteilung: Dieselben, diese Zeitschr. 200, 211, 1928; 
3. Mitteilung: A. Fodor u. R. Schénfeld, ebendaselbst 200, 223, 1928; 4. Mit- 
teilung: A. Fodor u. Ch. Epstein, ebendaselbst 210, 24, 1929; 5. Mitteilung: 
Dieselben, ebendaselbst 214, 242, 1929; 6. Mitteilung: Dieselben, ebendaselbst 
222, 226, 1930; 7. Mitteilung: Dieselben, ebendaselbst 228, 310, 1930; 8. Mit- 


teilung: Dieselben, ebendaselbst 228, 315, 1930. 
2 6. Mitteilung (s. auch 3. und 8. Mitteilung). 
3 8. Mitteilung. 
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Salzsaure gewonnenen Gelatinehydrolysats, gaben wir dem Assoziat A 
die Strukturformel : 


CH, OH 
CO OH—CH,—NH e CO—CH—N C (OH) 
Y NH 
CH, Oxy prolyl—alanyl—glycin 
| + 
C(OH)eN—CH.CO Glycyl—prolyl—alany] 


NH,—C Hg—COeN 


alanin—oxy prolyl—glyeyl 


CHgs NeCO—CH,—NH 


COOH ~CH—NHe0C 
~OH 


Danach besitzt Assoziat A die empirische Formel Cy) HygN O,3 = 743,5. 


19+ 

Wie man aus der Strukturformel ersieht, stellt diese das Assoziat 
eines Hexapeptids und eines Tripeptids, also einen Nonakomplex dar. 
Nach erfolgter Acetylierung und Fraktionierung der Acetylprodukte 
erscheint dieses Peptidgeriist infolge Abspaltung eines Glykokollrestes 
(die Stelle ist in der Formel durch einen Doppelpfeil angedeutet) als 
ein Oktakomplex, und zwar bis zu einem betrichtlichen Anteil in der 
doppeltmolekularen Form (Assoziat A,). Es erhebt sich die Frage, ob 
der Doppelkomplex bereits im P-Teil der Gelatine vorgebildet war, 
oder aber ein Sekundarprodukt der Behandlung mit Essigsiureanhydrid 
darstellt. Das niedere Molekulargewicht des P-Produktes, fiir das wir 
maximal 685 und minimal etwa 400 gefunden haben, spricht nicht 
gegen die Annahme, da® die Doppelform vorgebildet war. In diesem 
Falle miiBte aber in P ein ganz betrachtlicher Anteil von der Molekular- 
gréBe etwa 1486 des (Assoziats A,) durch eine entsprechende Menge von 
niedrigmolekularen Produkten dermaBen kompensiert sein, da sich das 
resultierende Molgewicht 685 bis 400 ergibt. Die Anwesenheit von 
dergleichen niederen Produkten in P ist auch ohne vorausgegangene 
hydrolytische Spaltung, deren Eintritt wir bei der Behandlung mit 
wasserfreiem Glycerin véllig ausschalten diirfen, durchaus médglich, 
und zwar durch Desassoziation des einfachmolekularen Assoziats A 
in Hexapeptid plus Tripeptid entstanden, von denen ersteres ein Mol- 
gewicht von rund 484, letzteres von 259 besitzt, so daB eine Anhaufung 
der letzteren das Molekulargewicht entsprechend herunterzudriicken 
vermag. Bei der Acetylierung muB dann das Essigsiureanhydrid diese, 
durch das Glycerin hervorgerufene Desassoziation, bis zu einem gewissen 
Grade wieder riickgingig machen und auf diese Weise Assoziat A in 


der einfachen und in der doppeltmolekularen Form hervorbringen. 
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Diese Annahme ware bei Beibehaltung der Auffassung, daB die doppelt- 
molekulare Form von A ind P vorgebildet ist, notwendig, da im Acetyl- 
gemisch von P relativ wenig niedrigmolekulare Produkte anwesend sind. 

Wie wir bereits in friiheren Mitteilungen angedeutet haben, halten 
wir eine solche Riickassoziation durch das Essigsiureanhydrid nicht 
fiir ausgeschlossen und werden in dieser unserer Meinung durch die 
vorangehende Mitteilung tiber entsprechende Abbauprodukte des Caseins 
noch mehr bestarkt. Wir erinnern auch an die erste Mitteilung iiber 
diesen Gegenstand!, in der der Befund gemacht wurde, da unter den 
Produkten der Anhydridbehandlung der Gelatine Oxyprolyl-alanin in 
einer vierfach-molekularen Form entdeckt werden konnte. Das Essig- 
siureanhydrid vermag also diese Assoziate sowohl zu desassozieren, 
als auch die Desassoziationsprodukte wiederum zur Riickassoziation zu 
bringen. Die Folge wird ein gewisser Gleichgewichtszustand im Asso- 
ziationsgrad der beteiligten Produkte sein. 

Als eine zweite Frage drangt sich die folgende auf: Welche zwin- 
genden Griinde gibt es zur Annahme der Assoziation eines Hexapeptids 
mit einem Tripeptid statt der Postulierung eines Nonapeptids? Diese 
Frage wurde unsererseits vielfach erwogen? und sodann aus folgenden 
Motiven im ersteren Sinne entschieden: 

1. Weil man fiir den Fall einer einzigen Peptidkette auch mit 
einem 18fachen Polypeptid rechnen miBte, entsprechend dem Doppel- 
molekiil (Assoziat Ag). In diesem Falle aber wire eine anhydrolytische 
Desassoziation nicht annehmbar und das niedere Molekulargewicht 
von P iiberhaupt nicht mehr erklarbar; 

2. weil man die Zusammensetzung des Gelatinepeptons, dessen 
Definition wir oben gaben, nicht deuten kénnte. In diesem Pepton 
erscheint namlich als Hauptprodukt eine Fraktion, die auf Grund der 
Analyse, Molekulargewichtsbestimmung usw. als ein Gemisch des Hexa- 
peptids mit dem Tripeptid anzusprechen ist und somit also die sich 
unmittelbar ergebenden desassoziativen Komponenten des Assoziats A 
darstellt. Wollen wir nicht die hydrolytische Spaltung einer Oktadeka- 
bzw. Nonapeptidkette durch Pepsin-Salzsiure als annehmbar zulassen, 
so miissen wir auch aus diesem Grunde die kettenfoérmige Auffassung 
dieser Komplexe aufgeben. 

Nunmehr ergibt sich das Problem, welche Bedeutung die Fest- 
stellung des Assoziats A, dessen Menge rund ein Drittel der Gelatine- 
substanz ausmacht (die Menge P betraigt zwei Drittel der letzteren, 


1 A. Fodor u. Ch. Epstein, 1. Mitteilung. 

2 Die urspriingliche Annahme zweier assoziierter Tripeptide statt des 
Hexapeptids gaben wir schon in unserer 6. Mitteilung mit Riicksicht auf 
die Bestandteile des Gelatinepeptons endgiiltig auf. 
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d. h. etwa 65 g aus 100 g Gelatine), fir die Struktur der Gelatine selbst 
besitze, d. h. ob wir mit der Auffindung eines solehen Komplexes irgend- 
welche positiven SchluBfolgerungen fiir die chemische Beschaffenheit des 
Proteins zu ziehen in der Lage sind. 


Zunachst laBt sich in diesem Zusammenhang als auch nach dem, 
was wir in der vorhergehenden Mitteilung iiber den D,-Komplex im 
Casein vernommen haben, das Postulat aussprechen, daB in den in 
Rede stehenden Proteinen ein ganz groBer Prozentsatz (bei der Gelatine 
ein Drittel, beim Casein sogar die Hialfte) des Proteingewichts aus relativ 
kurzen Peptidketten assoziativ zusammengesetzt ist. Ubrigens ergibt sich 
diese Tatsache bereits aus der Bildungsweise dieser Assoziate. Der 
relativ rasche Abbau dieser Proteine im Glycerinmedium von etwa 
130° spricht entschieden dafiir, daB hier relativ niedere Einheiten be- 
reits vorgebildet waren. Wie S. P. L. Sérensen! zum Ausdruck bringt, 
lassen sich die Befunde von The Svedberg, Carpenter und Carpenter, 
die auf Grund ihrer Versuche die Meinung ausgesprochen haben, dal 
das Casein ein Gemisch von mehreren Proteinen mit verschiedenen 
Molekulargewichten ist, am besten in der Weise deuten, daB man es 
als ein leicht dissoziables ,,Komponentensystem“ betrachtet. Wir 
kénnen unsererseits und auf Grund unserer langjihrigen Versuche 
chemischer Natur diese Auffassung bekraftigen, und zwar nicht nur 
fiir das Casein, sondern auch fiir die Gelatine. Da die Proteine und 
auch andere hochmolekulare Naturstoffe nicht aus gleichférmigen 
Bindungen aufgebaut sein kénnen, hat der Vérfasser bereits im 
Jahre 1922* mit folgenden Worten zum Ausdruck gebracht: ,,Denken 
wir aus den chemischen Bausteinen der Proteine Polypeptidketten 
durch Wasseraustritt entstanden, bilden diese schlieBlich eine definitive 
Kette, die wir als chemische Einheit, bzw. physikalischen Baustein 
charakterisiert haben, so nehmen wir dabei an, daB bei der Bildung 
von Strukturen aus letzteren der Hauptsache nach physikalische 
Faktoren bestimmend sind.“ Seit jener Zeit wurde diese Frage wieder- 
holt aufgeworfen und in den letzten Jahren von H. Staudinger, 
K. H. Meyer, K. Hess und letzthin auch von S. P. L. Sérensen® kritisch 
behandelt. Da wir hier in unserem Institut bereits seit 1927 den asso- 
ziativen Aufbau der Proteine aus relativ niedrig gebauten Komponenten 
vertreten, so brauchen wir in eine Diskussion der  herrschenden 
Meinungen hier nicht einzutreten, zumal wir uns mit den Ausfihrungen 
von S. P. L. Sérensen in weitgehender Weise einverstanden erklairen 
kénnen. Unsere nunmehr vierjaéhrigen experimentellen Befunde sprechen 


1 Kolloidzeitschr. 58, 117, 1930. 
* A. Fodor, Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig, 1922, 8S. 140. 
2 Kolloidzeitschr. 58, Heft 1, 1930. 
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entschieden dafiir, dap die Gelatine und das Casein aus leicht desasso- 
zuierenden Komponenten aufgebaut sind. Wir méchten noch folgendes 
hervorheben: Aller Wahrscheinlichkeit nach haben wir in diesen 
Proteinen drei Arten von Bindungen zu unterscheiden: 

1. Gewoéhnliche, atomare, chemische Hauptvalenzen unter den 
Kiweibbausteinen, den Aminosaduren, die bekannten Peptidbindungen. 

2. Assoziative Bindungen, die ebenfalls mit Hilfe von chemischen 
Hauptvalenzen, also gleichfalls atomaren Ursprungs, erklirt werden 
kénnen. Diese sind die von uns angewandten, durch den tautomeren 
Ubergang der —CO—NH-Bindung in —C (OH)—N— frei werdenden 


beiden Valenzen. Wahrend die durch gew6hnliche chemische Affinitaten 
zustande gekommene Peptidbindung sehr widerstandsfahig ist und nur 
hydrolytischen Kraften erliegt, ist diese Bindungsart viel lockerer und 
widersteht offenbar hohen Temperaturen in geeigneten Medien nicht 
mehr. Daher die Méglichkeit, sie durch Hitze (siedendes Essigsaure- 
anhydrid-Glycerin, 130°) zu sprengen. Ferner haben wir bereits friiher 
durch Versuche ermittelt, daB diese zweite Art von Bindungen der 
Einwirkung ganz verdiinnter Lésungen von Saure bzw. Alkali, die noch 
keine hydrolytische Wirkung entfalten, nicht widersteht und der 
Spaltung unterliegt?. 

3. Endlich miissen wir auch mit den bekannten zwischenmolekularen 
Kraften rechnen, die die héheren Assoziate, die an sich durch Haupt- 
valenzen der ersten und zweiten Art zusammengefiigt werden, entfalten, 
wodurch die Entstehung der Micellarstrukturen der Proteine erklart 
werden kann. 

Um nunmehr ein Beispiel zu liefern, auf welche Weise wir das 
Zusammenwirken dieser drei differenten Bindungsarten verifiziert denken 
-kénnen, mége der Versuch unternommen werden, auf Grund der experi- 
mentell-chemischen Befunde, die uns bei der Gelatine zu Gebote stehen, 
den Aufbau einer Gelatinemicelle zur Darstellung zu bringen. 

AuBer unserem Assoziat A, das wir als einen nunmehr definierten 
Komplex, der, wie gesagt, ein Drittel des Gelatinegewichts ausmacht, 
in Rechnung ziehen diirfen, kennen wir den von Siegfried isolierten 
Glutokyrinkomplex der Gelatine, dem die empirische Forme! C,, Hyg N 50g 
zugeschrieben wurde?. Dieser Komplex enthalt bekanntlich im wesent- 
lichen die basischen Aminoséuren Lysin, Arginin und auberdem 
Glutaminséure. Die Vorstellung jedoch, daB die Gelatine lediglich aus 
diesen beiden integrierenden Komplexen, dem Assoziat A und dem 
Kyrin aufgebaut ist, wire aus dem Grunde unbefriedigend, weil wir 


1 4A. Fodor u. Ch. Epstein, 8. Mitteilung. 
2 Nach Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., 5. 128. Wiesbaden 1914. 
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auf dieser Grundlage einmal zu keiner ausreichenden Deutung des 
P-Teils der Gelatine gelangen und sodann auch die Bausteinzusammen- 
setzung nicht den experimentellen Tatsachen entsprechen wiirde. Mit 
iicksicht auf die letztere sehen wir uns bei dem Aufbauplan der 
Gelatine genotigt, eine Reihe von Aminosauren, die sowohl im Assoziat A 
als auch im Kyrin abwesend, bzw. nicht geniigend stark vertreten sind, 
zusammenzufassen und aus ihnen einen dritten, zunachst einmal vollig 
hypothetischen integrierenden Komplex K zu konstruieren. Wir bilden 
diesen aus je einem Molekiil Leucin, Asparaginséure, Prolin und ferner 
aus drei Molekiilen Glykokoll, ohne uns weiter mit der Frage zu be- 
fassen, ob hier eine Hexakette vorliegt, oder ein Assoziat aus niederen, 
etwa tripeptidartigen Bestandteilen. 

Wenn wir uns nunmehr vorstellen, daB je ein Molekiil des Asso- 
ziats A und des hypothetischen Komplexes K den ebenfalls durch 
Bindungsart 2 entstehenden P-Teil der Gelatine bilden, so gelangen wir 
auf Grund der Addition zu 


Cao Hag N 9 O43 743.5 fiir das Assoziat A 
Cy Hyg.N,0, = 500.3 fiir Komplex K 
Cs) Hs NiO; 1243.8 als Mindestgr6Be fiir den P-Teil. 


Was zunachst diesen P-Teil betrifft, so liegen hier Stickstoffwerte ver 
und Molekulargewichtsbestimmungen. Der N-Wert betragt nach den 
genauesten Analysen 15,57°,, die MolekulargréBe, wie erwahnt, 685 
bis 400. Die additive Formel fiir den P-Teil wiirde einem N-Gehalt 
von 16,8° 
Wert zu hoch; wir miissen aber in Betracht ziehen, daB diese Assoziate 


» entsprechen. Diese Zahl ist im Vergleich zum gefundenen 
auBerordentlich hygroskopisch sind. Bereits beim Casein haben wir 
fiir eine bestimmte Kette ein Molekiil H,O hinzufiigen miissen, um 
einen Einklang simtlicher Werte zu erzielen. Entsprechend finden wit 
hier bei einer Annahme von vier Wassermolekiilen, somit bei 
C5, Hs,N,5;02,; -4H,O = 1315,8 einen N-Wert von 15,9°,, also in be- 
trachtlicher Annaherung zum analytischen Befund. 


Beziiglich des Molekulargewichts vom P-Teil ergibt sich aus den 


beiden integrierenden Molekiilen von etwa 743 (Assoziat A,) und 
500 Komplex K das mittlere Molekulargewicht von 621, welche 


GréBe unserem Maximalwert von 685* sehr nahe kommt. Zerfaillt aber 
das Assoziat A in Hexapeptid plus Tripeptid, also in 484 plus 295, so 
gelangen wir von diesen beiden Werten und unter Heranziehung des 
Wertes 500 zu einem mittleren Molgewicht von 414, wiederum in be- 
friedigender Ubereinstimmung mit unserem Minimalbefund von 406**. 


* A. Fodor u. Ch. Epstein, 8. Mitteilung. 
** 4. Fodor u. R. Schonfeld, 3. Mitteilung. 
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Um nun weiter zu gelangen, miissen wir den P-Teil der Gelatine 
mit dem Kyrinkomplex vereinigen, ferner haben wir in Rechnung zu 
ziehen, daB wir dann immer noch keinen Platz fiir das Phenylalanin 
vorgesehen haben. Wir addieren zu je zwei P-Komplexen und zwei 
Kyrinkomplexen [= (Assoziat A,) .(Komplex K,)] ein Phenylalanin- 
molekiil CyH,,NO, = 165,1 und gelangen dann zur additiven Formel 
Cy53 Hos9NgoO go = 3743,5 mit rund 49,2% C, 6,9°, H und 18,4°% N. 
Wenn wir die elementare Zusammensetzung der Gelatine in der Literatur 
nachschlagen, so finden wir fiir kaéufliche Gelatine die Analyse von 
Chittenden? rund 49,4°% C, 6,8°, H und 18% N. Die Annaherung ist 
also eine recht gute. Ferner stehen in diesen empirischen Formeln die 
Anteile der einzelnen Komplexe am Gesamtgewicht der Gelatine mit 
den von uns erzielten Ausbeuten in guter Ubereinstimmung. So betragt 
P 66°, des Gelatinegewichts bei einem gefundenen Wert von 65°,, 
Assoziat A wieder 60°, von P, bei einem experimentellen Wert von 
rund 50%. 

Priifen wir auf der anderen Seite den Gehalt dieses Gesamt komplexes 
an den einzelnen Aminosiéuren und vergleichen sie mit den letzten und 
genauesten Angaben von Dakin, so gelangen wir zu folgenden Zahlen: 





Nach Dakin Auf Grund obiger Struktur 

Glykokoll 25,5 24 

Alanin . 8,7 14 

Leucin. ... Gin 7 

Proum. ...- 9,5 12 

Oxyprolin : 14,1 14 

Asparaginsture. ...... 3,4 7 

Glutaminsaure und Basen . . 20,8 20.8 (Dakins Werte eingesetzt ) 
Phenyiaieamim . ... 1... 1,4 4.5 
; 90.5 103,3 


Wir finden also eine bedeutende Abweichung beim Alanin, bei der 
Asparaginsaure und eine geringere beim Prolin. Betrachtlich ist ferner 
der Unterschied beim Phenylalanin. 

Was nun das Alanin betrifft, so finden wir diese Aminoséure aus- 
schlieBlich im Assoziat A vertreten (Formel s. oben). In dieser Formel 
sind neben drei Glykokollresten drei Alanylreste vorhanden. Die Ana- 
lysenzahlen verandern sich nur wenig, wenn wir ein Alanin durch 
Glykokoll ersetzen, da der Unterschied nur CH, betrigt. Dies wiirde 
jedoch ein Herabsinken der Alaninwerte in unserer Endformel um etwa 
1/, bedeuten, so daB wir in die unmittelbare Nahe des Dakinschen 


' Zitiert nach O. Kestner, Chemie der EiweiSkérper, 8. 265. Braun- 
schweig 1925. 
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Wertes gelangen wiirden. Was die Abweichung bei der Asparaginsiure 
betrifft, so ist ihre Ermittlung in Eiweibhydrolysaten im allgemeinen 
recht unsicher, was auch beziiglich des Gehalts an Phenylalanin fest- 
steht, ferner ist zu erwihnen, dab man in Ermangelung anderer be- 
kannter Aminosdiurenbausteine in der Gelatine, die sich durch einen 
hohen Gehalt an Kohlenstoff und einen geringen Gehalt an Stickstoff 
auszeichnet, mit einer gr6Beren Menge des Phenylalanins rechnen muB, 
um das Verhaltnis von C: N, das sich in der Literatur vorfindet, unter 
Beriicksichtigung der Quoten an den iibrigen Aminosaéuren zu erreichen. 
Die bloBe Anhydrisierung tut es nicht, da durch sie C- und N-Wert 
gleichzeitig in die Héhe gehen. In der Dakinschen Bausteinanalyse 
sind tbrigens noch etwa 9°, der Gesamtgelatine unverrechnet ge- 
blieben, und so ist es nicht ausgeschlossen, daB einzelne Aminoséuren 
doch stérker vertreten sind, als man bisher annahm. 

Was nun die Beteiligung der oben erwihnten Bindungsarten bei 
dem hier geschilderten Aufbau der Gelatine betrifft, so wissen wir, dab 
die einzelnen Peptidketten durch die Bindungsart 1, und ihre Assoziate 
durch die Bindungsart 2 gebildet werden. Das Assoziat A ist nach- 
gewisenermaBen ein assoziatives Produkt. Uber das Kyrin wissen wit 
vorderhand nichts in dem Sinne auszusagen, und der K-Komplex ist 
véllig hypothetisch. Es diirften in ihm entweder gleichfalls einfache 
Ketten oder Avsoziate vorliegen. Die Vereinigung dieser drei Komplex- 
arten untereinander und mit dem Phenylalanin stellen wir uns gleich- 
falls assoziativ, d. h. durch Hauptvalenzen vor, und zwar mit Hilfe 
der Bindungsart 2. Auf diese Weise erreichen wir das hochmolekulare 
Assoziat vom Molgewicht 3743. Nunmehr kénnen wir zur Annahme 
schreiten, daB sich in diesen hochmolekularen Assoziationskomplexen 
die Wirkung der zwischenmolekularen Krifte manifestiert und zur 
Entstehung der Gelatinemicelle AnlaB gibt. Auf Grund der osmotischen 
Messungen, die Dr. M. Frankel in diesem Institut unternahm, gelangte 
er zu einer Micellargr6éBe fiir dialytisch gereinigte Golddruckgelatine von 
etwa 66600 bis 26700, je nach der Temperatur und Vorbehandlung. 
Es geniigte also die Aggregierung von nur etwa 7 bis 18 hochmolekularen 
Assoziationskomplexen, um zu dieser MicellargréBe zu gelangen. Ferner 
laBt sich die thermische Desaggregierung der Gelatine, die nach den 
Befunden von Dr. Frankel bereits bei relativ niederen Temperaturen, 
wie etwa 35°, eintritt, durch die partielle Aufhebung dieser bei der 
Gelatine an sich schwachen Bindungskrafte, wie sie die zwischen- 
molekularen Krafte darbieten, in befriedigender Weise erklaren. 

Die weitere Erforschung der chemischen Struktur von Proteinen 
ist unseres Erachtens auf chemischem Wege nicht nur moéglich, sondern 


! Siehe die folgende Abhandlung. 


10* 
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durchaus erforderlich. Bis jetzt verfiigen wir iiber beschrankte Methoden, 
um die einzelnen assoziativen Komplexe von einander zu trennen. 
Solche sind die Methode von Siegfried, in der Behandlung der Proteine 
mit verdunnter Salzsiure bei Brutschranktemperatur bestehend, sodann 
unsere Methode des Abbaues durch heibes Glycerin. Die erstere eignet 
sich zur Isolierung der basenhaltigen Komplexe, die letztere zu jener 
der an Prolin bzw. Oxyprolin reichen Einheiten. Unsere nachste Auf- 
gabe wird es sein, weitere Methoden ausfindig zu machen, um die noch 
unbekannten Kinheiten, wie z. B. den hier hypothetisch angenommenen 
Komplex K, zu erreichen. Erst die chemische Methode wird genaue 
Vorstellungen iiber den chemisch-strukturellen Aufbau der Proteine er- 
moéglichen. Unter Heranziehung der in den letzten Jahren vielfach 
angewandten rein physikalischen Technik wird das Gesamtbild der 


Proteinstruktur vervollstandigt. 
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Uber die Abhingigkeit des osmotischen Druckes 


und des Micellargewichtes yon Gelatinelésungen yon der 
Temperatur bzw. von der Vorgeschichte der Lésungen. 


Von 
Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie, Hebrew University 
in Jerusalem.) 
( Eingegangen am 23. Juli 1931.) 

Friihere Untersuchungen des Verfassers atten das Studium der 
Eigenschaftsveranderungen zum Gegenstand, die Gelatine in ihrer : 
wiasserigen Lésung unter thermischer Beeinflussung erfahrt!?. 

Setzt man Gelatinelésungen unter sterilen Verhaltnissen det 
dauernden Einwirkung von Brutschrankwarme (37!) aus, so zeigen sie 
in der nachherigen Untersuchung bei Zimmertemperatur gegeniiber 
ihrem urspriinglichen Zustande und gegeniiber gleich alten Kontroll- 
proben, mit denen sie bis auf die Vorbehandlung vollstandig identisch 
sind, eine auffallende Anderung sowohl des auBeren Habitus als auch 
der GréBenausbildung jener Eigenschaften, die fiir den Kolloidzustand 
charakteristisch sind. Die vorher triiben und schwer beweglichen Sole 
werden durchsichtig und diinnfliissig, sie weisen ein vergréBertes Durch- 
dringungsvermégen gegeniiber Ultrafiltern, ferner eine betrachtliche 
Herabsetzung der inneren Reibung und des Gelatinierungsvermégens 
auf. Die thermische Vorbehandlung bewirkt weiter auch eine er- 
hebliche Verkleinerung der optischen Drehwerte. Gleichartige Unter- 
schiede in den Eigenschaften stellen sich auch ein, wenn man Anteile 
ein und derselben Gelatinelésung unter sonst gleichen Bedingungen bei 
verschiedenen, in jedem Falle konstant gehaltenen Temperaturen, be- 
sonders innerhalb des Intervalls von etwa 5 bis 38°, untersucht. Es 
bildet sich fiir jede Temperatur ein bestimmter Zustand aus; diese 


' Maz Frankel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927: 170, 247, 1927; 
Kolloidzeitschr. 45, 355, 1928; vgl. ferner diese Zeitschr. 207, 53, 1929 
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verschiedenen, durch Variierung der Temperatur hervorgerufenen Zu- 
stande einer urspriinglich identischen Gelatinelésung differieren in der 
GréBe der angefiihrten physikalischen und physikalisch-chemischen 
Kigenschaften, wobei unteren Temperaturen des angefiihrten Intervalls 
Losungen niederdispersen Charakters und oberen Grenztemperaturen 
solche eines weit héheren Verteilungsgrades entsprechen. 


Sucht man sich von den Ursachen der geschilderten Erscheinungen 
ein Bild zu machen, so muB man von der Tatsache ausgehen, daB die 
rein chemische Untersuchung der thermisch vorbehandelten und der 
Kontrollproben bzw. der bei verschiedenen Temperaturen gehaltenen 
Lésungen zu vollstandig iibereinstimmenden Ergebnissen fiihrt. In 
allen Fallen entspricht die Stickstoffverteilung (Verhaltnis von Amino- 
zu Gesamtstickstoff) und die Anzahl der nach den verschiedenen Me- 
thoden titrimetrisch erfaBbaren Carboxylgruppen genau dem Ausgangs- 
zustand und den Befunden an den Kontrollproben. Man kann also 
strukturchemische Anderungen im eigentlichen Sinne, vor allem hydro- 
lytische Vorgange (Spaltungen von CO—NH-Bindungen), it Sicherheit 
ausschlieBen'. 


Der dargelegte Sachverhalt erfahrt eine zwanglose Deutung durch 
die in den friiheren Arbeiten ausgesprochene Auffassung, dab man es 
bej den geschilderten ¢Erscheinungen mit Assoziations- und Des- 
assoziationsvorgangen zu tun hat. Als Bauelemente der Gelatine sind 
Polypeptide? aufzufassen, innerhalb deren Molekiile die Verkniipfung 
der Atome durch Hauptvalenzen erfolgt. Diese Bauelemente betatigen 
gegeneinander zwischenmolekulare Krafte der verschiedenen Art. Die 
letzteren sind als Ursache der intermolekularen Anziehung an der Aus- 
bildung der Micelle wesentlich mitbeteiligt. Sie besitzen nicht die 
Starke von Hauptvalenzen, es geniigen daher schon verhaltnismabig 
geringfiigige Eingriffe, die die durch Hauptvalenzen hervorgerufenen 
Bindungen nicht zu tangieren vermégen, wie z. B. Temperatureinfliisse, 
um in ihrer Wirksamkeit merkliche Anderungen hervorzurufen; solche 
manifestieren sich in der GréBe der Micelle und damit in den durch 
diese bedingten physikalisch-chemischen Eigenschaften. Gewisse Arten 
von zwischenmolekularen Kraften sind in ihrer Starke besonders 
temperaturabhingig: sie erfahren durch TemperaturerhGhung Ab- 
schwachungen, durch Temperaturerniedrigung Verstarkungen ihrer 


! Die Befunde beziiglich der chemischen Unversehrtheit wurden 
zugleich mit der Erklarung fiir die beobachteten Erscheinungen anfangs 1927 
ver6éffentlicht; in den folgenden Jahren wurden féhnliche Versuche von 
anderen Seiten angestellt und unsere Ergebnisse bestaétigt. Vgl. z. B. 
O. Gerngross und Mitarbeiter, 63, 1603, 1930; diese Zeitschr. 228, 409, 1930. 

2 S. hierzu die vorangehende Mitteilung von A. Fodor. 
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Wirkung. im Falle der Gelatine ist die Temperaturabhingigkeit der 
zwischenmolekularen Krafte besonders ausgeprigt; das hat zur Folge, 
daB (vor allem innerhalb des friiher erwahnten Temperaturintervalls) 
bei Temperaturerniedrigung infolge verstarkter Betaitigung der zwischen- 
molekularen Krafte die Micelle sich wesentlich vergréBert: in der 
Lésung gehen Assoziationsvorgange vor sich. Die inverse Erscheinung, 
eine Desassoziation, erfolgt bei Temperaturerhéhung. 


Diese vor Jahren gegebene Erklirung fiir die Eigenschafts- 
anderungen von Gelatinelésungen mit ihrer Vorgeschichte und mit der 
Untersuchungstemperatur ist einer exakten experimentellen Priifung auf 
ihre Stichhaltigkeit zuginglich. Wenn es sich hierbei tatsichlich um 
Zustandsverschiebungen handelt, die ihre Ursache in einer Veranderung 
der TeilchengréBe haben, so muB in solchen, urspriinglich vollstandig 
identischen Gelatinelésungen durch thermische Vorbehandlung bzw. 
durch Variierung der Untersuchungstemperatur die Anzahl der osmotisch 
wirksamen Teilchen verschieden werden. Thermisch vorbehandelte 
Lésungen miissen (bei der konstant gehaltenen Vergleichstemperatur) 
infolge der durch Desassoziation bewirkten Verkleinerung der Micelle 
eine gréfere Anzahl von kinetisch selbstandig wirkenden Teilchen ent- 
halten und dahvr einen héheren osmotischen Druck aufweisen als die 
zugehérigen unbehandelten Kontrollproben. Ebenso miissen Anteile 
ein und derselben Gelatinelésung, bei verschiedenen Temperaturen auf 
ihren osmotischen Druck untersucht, voneinander deutliche Ab- 
weichungen zeigen. Auf der Grundlage der Assoziations- und Des- 
assoziations-Hypothese laBt sich voraussehen, daB der osmotische Druck 
bei niedererer Temperatur wesentlich geringer sein wird als bei héherer; 
mit anderen Worten: der Temperaturkoeffizient des osmotischen Drucks 
mu im Falle der Gelatinelésungen das den Gasgesetzen entsprechende 
Ausma wesentlich tiberschreiten. 


Die Ergebnisse der Messungen, tiber die im folgenden berichtet 
wird, bilden eine vollstaindige Bestaitigung der eben auseinander- 
gesetzten Postulate und liefern damit eine weitere experimentelle 
Stiitze fiir die Auffassung der beschriebenen Zustandsinderungen der 
Gelatine als Assoziations- und Desassoziationsphinomene. 


Zur Ausfiihrung der Messungen wurden Kollodiumhiilsen benutzt, 
die in ahnlicher Weise, wie sie von Sérensen! beschrieben wurde, her- 


1S. P. L. Sérensen u. M. Héyrup, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 34, 
1918; der Verfasser méchte Herrn Prot. Sérensen auch an dieser Stelle fiir 
giitige schriftliche Auskunft beziiglich einiger Punkte bei der keineswegs 
leichten Herstellung von Kollodiumhiilsen gleicher Durchlassigkeit seinen 
aufrichtigen Dank aussprechen; auch seinem Kollegen A. Geiger ist er fiir 
wertvolle freundschaftliche Hilfe in dieser Hinsicht verpflichtet. 
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gestellt und mittels eines passenden Stiickchens Gummischlauchs an 
einem Glaskragen befestigt wurden. Letzterer verjiingt sich nach oben 
in ein kurzes Glasrohr von etwa 2 mm lichter Weite, auf das mit Hilfe 
einer kurzen Schlauchverbindung das Steigrohr von der gleichen Weite 
(Glas an Glas) aufgesetzt wird. Die Hiilsen wurden unmittelbar vor 
ihrer Verwendung durch Ausfiihrung von osmotischen Druckmessungen 
mit einer Himoglobinlésung geeicht. Die Verwendung dieses farbigen 
Kolloids als Eichlésung hat den groBen Vorteil, daB sich Undichtigkeiten 
des Hiilsenmaterials oder der Schlauchverbindungen leicht feststellen 
lassen. Nur soleche Osmometer kamen fiir die Messung des osmotischen 
Drucks der zu untersuchenden Gelatinelésungen in Verwendung, die, 
mit derselben Hiamoglobinlésung beschickt und unter identischen 
sonstigen Bedingungen, tibereinstimmende Steighéhen geliefert hatten. 
Die AuBenfliisigkeit bestand aus toluolgesittigtem Wasser; sie wurde 
so reichlich bemessen, daB auch unter Beriicksichtigung der in den 
kéuflichen Gelatinesorten enthaltenen Elektrolytmengen auf die Ein- 
setzung von Korrekturen fiir die Ausbildung von Donnanschen Gleich- 
gewichten verzichtet werden konnte. Bei den zu untersuchenden 
Gelatinelésungen selbst eriibrigte sich ein Zusatz von Toluol, da schon 
die Auflésung der Gelatine in toluolgesattigtem Wasser erfolgte. 


Die Fiillung der vorher mehrmals mit der Untersuchungsfliissigkeit 
durchgespiilten Kollodiumsackchen erfolgte mit Hilfe einer Kapillar- 
pipette. Das Aufsetzen der Steigrohre wurde unter sorgfaltiger Ver- 
meidung eines Einschlusses von Luftblasen vorgenommen. Nach Ein- 
setzen des Osmometers in die AuBenfliissigkeit wurde die MeBvorrichtung 
in einen Thermostaten gebracht, in dem die erwiinschte Temperatur 
mit einer Genauigkeit von -\- 0,1° eingehalten werden konnte. In allen 
Fallen wurde die zu untersuchende Gelatinelésung sowohl unmittelbar 
vor Ansatz des Versuchs als auch nach dessen Beendigung bakteriologisch 
untersucht ; es wurden ausschlieBlich Messungen von keimfrei gebliebenen 
Lésungen verwertet. 


Zur Erlangung der Zustandsstabilitét einer Gelatinelésung (nach 
einem thermischen Eingriff zum Beispiel) sind nach friiheren Befunden 
des Verfassers bei Konstanthaltung aller Bedingungen etwa 3 Tage 
erforderlich. Die Ablesungen der Héhe der Flissigkeitssaulen in den 
Steigrohren wurde so lange fortgesetzt, bis die SteighGhen innerhalb 
48 Stunden keine Veranderungen mehr zeigten. Eine Mefserie nahm 
daher in der Regel mindestens 5 Tage in Anspruch. 


In den Fallen, in denen es sich um die Bestimmung der Temperatur- 
abhangigkeit des osmotischen Drucks der Gelatinelésungen handelte, 
wurden alle, bei verschiedenen Temperaturen gehaltenen, zusammen- 
gehérigen Ansitze einer Versuchsreihe vor der endgiiltigen Ablesung 
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auf Zimmertemperatur gebracht, um die durch die thermische Aus- 
dehnung bewirkten Fehlerquellen (,,Thermometerwirkung” der Steig- 
rohren) auszuschalten. Die Berechnung des ,,Molekulargewichts" er- 
folgte nach der Formel 
22.41 (1 +. 0.00367 . t) .¢ 

P 
in diesem Ausdruck ist .V das gesuchte Molekulargewicht, ¢ die Tempe- 
ratur, c die Anzahl geléster Gramme Substanz im Liter, p der osmotische 


M 


Druck in Atmospharen (1 Atm. 10 332,8 mm Wassersaule). 


Von der Einfiihrung der van der Waalsschen Konstante 6 in die 
Gleichung wurde abgesehen, zunachst weil die Konstanz des ,,Molekular- 
gewichts bei verschiedenen Konzentrationen, die die rechnerische 
Voraussetzung fiir die Bestimmung von 6 bildet, besonders im Falle 
der Gelatine nicht ohne weiteres angenommen werden kann; ferner weil 
bei den niedrigen Konzentrationen, die bei den vorliegenden Messungen 
angewendet wurden, die Vernachlissigung des Eigenvolumens det 
osmotisch wirkenden Substanz zu keinem ausschlaggebenden Fehler 
fiihrt. SchlieBlich kommt es in den angefiihrten Versuchen wenige1 
auf die absolute Exaktheit der gewonnenen Zahlen fiir die ,,Molekular- 
gewichte“ an, als vielmehr auf ihre GréGqnordnung. Der Nachweis 
der auBerordentlich betrachtlichen Abhingigkeit des osmotischen Drucks 
und damit auch des Micellargewichtes sonst vollstandig identisches 
Gelatinelésungen von der Untersuchungstemperatur bzw. von det 
thermischen Vorgeschichte bleibt durch die Méglichkeit rechnerische1 
Fehlerquellen bei der Auswertung der MeBergebnisse vollstandig un 
berthrt. 

Tabelle I. 
Osmotische Drucke und Molekulargewichte einer 0.5°,igen Lo6sung von 
reiner Handelsgelatine (Silberdruck), bei verschiedenen  Temperaturen 


gemessen. 





Untersuchungs- Steighdhe Mittel wert Berechnetes 
temperatur in mm Lésung) in mm Lisung Molekulargewicht 

{ 22 

6° 292 53 780 
| 22 | 
29 

18° 98 44 OSO 
27 | 

- | 54 - 

25° 3 23 850 
\+ 2 
65 | 

> « 

30° i 65 19770 

| 64,8 | 
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Tabelle II. 


Osmotischer Druck und Molekulargewicht der gleichen Gelatinelésung wie 
bei Tabelle I nach 500stiindiger thermischer Vorbehandlung bei 37° im Ver- 





gleich mit einer unvorbehandelten Kontrollésung. MeS8temperatur 22°. 
Steighihe Mittelwert Berechnetes 


inmm Lisung in mm Lisung Molekulargewicht 


1. 509 Std. lang durch Thermolyse 
hei 37° desaggregierte 0,5°,ige 
Gelatinelosung (Silberdruck), 
anschlieBend an die Vorbehand- 
lung bei 22° zur Zustands- 


74.5 ie _ 
stabilitat gebracht - - +--+ +) L. >, 76 16 460 
2. Kontrollprobe, mit 1. bis auf 
die thermische Vorbehandlung 
vollig identisch, die ganze Zeit , 50) 
bei 22° gehalten 54 52 24 060 


Tabelle ITI. 
Osmotische Drucke und Molekulargewichte einer 0,75°,igen Lésung von 
reinster Golddruckgelatine des Handels, die durch Dialyse weitestgehend 
von Elektrolyten gereinigt wurde, bei verschiedenen Temperaturen bestimmt. 





Untersuchungs- Steighohe Mittel wert Berechnetes 
temperatur inmm Lisung in mm Lésung Molekulargewicht 
IR 
0 } a | 97 77" 

10 6 Zé 66 680 
5 | 

990 | 45 : 48 39 100 
— \ 47,8 

38° | La | 7 26 740 
\ 73 J 


Aus diesen Befunden geht hervor, daB der EinfluB der Vorbehand- 
lung bzw. der Untersuchungstemperatur auf den osmotischen Druck 
und damit auf das Molekulargewicht sehr erheblich ist. Eime reine, 
handelsiibliche Gelatine (,,Silberdruck“) besitzt bei 6° ein Micellar- 
gewicht von etwa 53800, bei 30° das von 19800. Die gleiche Lésung, 
die fiir die eben beriihrten osmotischen Messungen diente, gibt nach 
einer 500stiindigen Vorbehandlung bei 37° und nachfolgender Unter- 
suchung bei 22° einen osmotischen Druck, der einem Molekulargewicht 
von etwa 16500 entspricht, wahrend die gleich alte Kontrollprobe, 
die dauernd bei der Untersuchungstemperatur stand, einen Wert von 
24 000 liefert. 

Tabelle III gibt die Verhaltnisse an einer reinsten Handelssorte 
von Gelatine wieder, die auBerdem durch eine vorangegangene griindliche 
Dialyse von dem allergréBten Teil der Elektrolyten befreit worden war. 








; 
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Es ist verstandlich, daB die absoluten Zahlen fiir die Molekulargewichte 
hier héher liegen. Aber auch hier tritt die Temperaturabhangigkeit 
dieser GréBe wieder deutlich hervor. Einem Molekulargewicht von 
etwa 66 700 bei 10° steht bei 38° ein solches von etwa 26 800 gegeniiber 

Es zeigt sich also, daB die Eigenschaftsveranderungen der Gelatine, 
die der Verfasser in friiheren Untersuchungen geschildert hat, tatsachlich 
mit einer weitgehenden Anderung der Anzahl osmotisch wirksamer, 
also selbstandiger Teilchen verbunden sind. Man mu8B demnach bei 
Angaben von Micellar- oder ,,Molekular-Gewichten zuniachst det 
Gelatine, dariiber hinaus wohl aber auch allgemein hochmolekularer, 
kolloider Stoffe, sowohl die Vorgeschichte der Lésung als auch die 
aktuelle Untersuchungstemperatur prazisieren. Denn, wenn auch die 
Gelatine vielleicht einen besonders deutlichen Fall des Versagens des 
Molekiilbegriffs in seiner urspriinglichen, klassischen Gestalt repra- 
sentiert, so lassen sich doch prinzipiell gleichartige Erscheinungen auch 


bei anderen organischen Kolloiden nicht von vornherein ausschlieBen. 








Beitrag zur Kenntnis der Bildung des Chlorophylls 
und der gelben Pflanzenpigmente. 


Von 
Knut Sjoberg. 


(Aus der agrikulturchemischen Abteilung der Centralanstalt, Experimental- 
faltet, Schweden. ) 


(Eingegangen am 25. Juli 1931.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Durch die wertvollen und grundlegenden Arbeiten von R. Will- 
stdtter und A. Stoll’ ist festgestellt, daB die Pigmente der Chloroplasten 
der Pflanzen aus zwei griinen Farbstoffen, dem Chlorophyll a und 6, 
und aus zwei gelben, dem Carotin und Xantophyll, bestehen. Die beiden 
letzteren werden unter der Bezeichnung Carotinoide zusammengefabt. 
Die Zusammensetzung dieser Verbindungen ist: 

Chlorophyll a (Cy,H35,0N,Mg) (COOCH,) (COOCy) Hyp). 
b (CsgHsgO2NyMg) (COO CHS) (COOCg9 Ho), 

Carotin Cao Hse, 

Xanthophyll Cy H5,Oo¢. 

Die beiden letzteren unterscheiden sich also dadurch voneinander, 
daB das Xanthophyll Sauerstoff enthalt, wihrend das Carotin ein 
Kohlenwasserstoff ist. 

DaB das Chlorophyll der Vermittler der Kohlensaureassimilation 
ist, ist wohl bekannt, doch sind dagegen die Funktionen der gelben 
Pigmente lange unbekannt gewesen. Verschiedene friihere Forscher 
waren der Ansicht, daB auch diese bei der Assimilation beteiligt sind, 
aber durch die Untersuchungen von Willstdtter und Stoll? iiber die 
Assimilation hat sich diese Annahme als unrichtig erwiesen. Nach 
einer anderen Theorie soll das Carotin wegen seines Vermégens, Sauerstoff 
aufzunehmen und zu binden, eine gewisse Rolle bei der Atmung spielen. 
Die Untersuchungen Eulers® u.a. wahrend der letzten Jahre haben 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll. Berlin 
1913. 

2 Dieselben, Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensaéure. 
Berlin 1918. 

3 B.v. Euler, H. v. Euler u. P. Karrer, Helv. chim. acta 12, 278, 1929. 
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jedoch klargelegt, daB ein naher Zusammenhang zwischen Carotin und 
Vitamin A besteht. Xanthophyll dagegen zeigt keinerlei Vitamin- 
wirkung. Die Aufgabe dieses Farbstoffes ist noch nicht erforscht worden. 
Nach D. lwanowsky! und E. Pringsheim? u. a. sollte das Xanthophyll das 
Chlorophyll vor der Oxydation durch die violetten Strahlen des Sonnen- 
lichts schiitzen. Die gelben Farbstoffe absorbieren namlich hauptsachlich 
Licht der Wellenlange 490 bis 470, 460 bis 440 und 435 bis 425 uy, 
wabhrend das wichtigste Absorptionsgebiet des Chlorophylls auch im 
roten Licht bei den Wellenlingen 670 bis 580 und von 490 uu an® 
liegt. Nach mehreren Forschern wirkt das violette Licht zerstérend 
auf das Chlorophyll ein, weshalb die oben genannte Schutzwirkung 
wohl anzunehmen ist. Aber nicht nur das Chlorophyll, sondern auch 
die inneren Teile des Blattes werden durch die Absorption gegen die 
direkte Bestrahlung geschiitzt. P. Lasareff* gibt an, daB nur | bis 2°, 
der einfallenden Sonnenenergie durch das Blatt dringt. 

Betreffs der Bildung des Pflanzenpigments ist bekannt, dali das 
Chlorophyll durch eine Photosynthese, also nur in Gegenwart von 
Licht, entsteht. Nur bei einigen Kryptogamen und Keimpflanzen von 
Koniferen kann Chlorophyll sich im Dunkeln bilden. Die Lichtmenge, 
die fiir die Chlorophyllsynthese notwendig ist, ist indegsen sehr yering. 
Schon nach 1 bis 5 Sekvnden Belichtung von etiolierten Pflanzen konnte 
in diesen Chlorophyll spektrographisch nachgewiesen werden. 


Es steht also fest, daB die Synthese des Chlorophylls bei héheren 
Pflanzen ganz und gar vom Licht abhangig ist. Uher die Notwendig- 
keit des Lichtes zur Bildung des gelben Pigments sind dagegen 
verschiedene Ansichten vorgebracht worden. Nach einigen Forschern 
sollte zumindest die Carotinbildung eine Photosynthese sein. Dagegen 
spricht jedoch der hohe Carotingehalt gewisser Pflanzenteile, z. B. 
Mohrriiben, welche nicht dem Licht ausgesetzt waren. 


Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen beabsichtigen, einen 
Beitrag zur Kenntnis der Bildung des Chlorophylls und der Carotinoide 
in Blattern der héheren Pflanzen unter variierenden duBeren Be- 
dingungen zu geben, vor allem den EinfluB der verschiedenen Be- 
leuchtungsintensitaten und Beleuchtungszeiten zu untersuchen. Sie 
sind im AnschluB an die im hiesigen Laboratorium laufenden Unter- 
suchungen iiber ,,Stoffbildung und Stoffwechsel bei einigen Kultur- 


1 PD. Iwanowsky, Ber. d. bot. Ges. 82, 433, 1914. 

2 E.G. Pringsheim, ebendaselbst 38, 379, 1915. 

3 R. Willstatter u. A. Stoll, l.c.; P. Karrer, B.v. Euler, H.v. Euler 
Arkiv f. kemi 10, 2, 1928. 

4 P. Lasareff, diese Zeitschr. 182, 131, 1927. 
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pflanzen*?, teils im AnschluB an friihere Untersuchungen iiber ,,Die 


Pflanzenziichtung im elektrischen Licht? ausgefiihrt worden. 


2. Die Methodik. 


Die Bestimmung der Farbstoffe wurde nach den Methoden Wéiil- 
stdtters ausgefiihrt, doch wurden die beiden Chlorophyllkomponenten 
nicht fiir sich, sondern nur ihre Summe bestimmt. Fir die kolori- 
metrische Schatzung der Chlorophyllmengen wurden als Standard griine 
Gelatinefilter angewendet, die von Privatdozent J. Hertzberg® her- 
gestellt und so ausgewahlt waren, daB deren Lichtabsorption im groBen 
ganzen mit der des Chlorophylls zusammenfiel. Die Filter hatten 
folgende Zusammensetzung: 2,778 g Rapidfiltergelb, 0,370 g Kinoblau 
und 0,093 g Erythrosin pro Quadratmeter. Sie wurden durch Vergleich 
mit verseiften Lésungen von reinem Chlorophyll kalibriert. 


Als Vergleichslésung bei der Bestimmung der Carotinoide wurde 
nach Willstdtters Vorschlag eine Lésung von 2g Kaliumbichromat in 
1 Liter Wasser angewendet. Bei der Berechnung der Farbstoff- 
konzentration wurden indessen die Werte angenommen, die Luler und 
Mitarbeiter‘ festgestellt haben, da diese Forscher ihre Kalibrierung der 
Bichromatlésungen mit reineren Carotinoidpraparaten ausgefiihrt haben. 


Die Farbstoffmenge wird im folgenden im allgemeinen in Prozenten 
der Trockensubstanz angegeben, in einigen Fallen ist sie auch im 
Verhaltnis zur Blattfliche berechnet worden. Die Blattfliche wurde 
so bestimmt, daB das Blatt unmittelbar nach der Ernte in der Dunkel- 
kammer auf photographisches Gaslichtpapier gelegt und mit einer 
Glasscheibe bedeckt wurde. Das Papier wurde so stark exponiert, daB 
es sich deutlich ohne Entwicklung farbte. Die von dem Blatt ge- 
schiitzten und deshalb unbelichteten Partien wurden in der Dunkel- 
kammer mit einer feinen Schere ausgeschnitten und gewogen. Vorher 
hat man das Gewicht des Gaslichtpapiers pro Flacheneinheit bestimmt, 
und man erhalt auf diese Weise die Fliche des Blattes. Die Dicke des 
Kopierpapiers erwies sich namlich so konstant, daB der hierbei erhaltene 
Fehler so klein war, daB er vernachlissigt werden konnte. 


Bei der Angabe der GréBe der Blattflache wurde nur die eine 
Seite des Blattes berechnet. 


1S. Odén u. K. Sjéberg, Kungl. Lantbr. Akad. Handl. 70, 98, 1931; 
K. Sjéberg, Svensk kem. Tidskrift 48, 57, 1931. 

2 S. Odén, Kungl. Lantbr. Akad. Handl. 68, 897, 1929. 

3 J. Hertzberg u. M. G. Stalfelt, Nordisk Tidskrift f. Fotografi 10, 7, 1926. 

4 H.v. Euler, V. Demole, P. Karrer u. O. Walker, Helv. chim. acta 18, 
1078, 1930. 
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3. Bildung und Gehalt an Pflanzenpigment wihrend des Wachstums. 


Aus Willstatter und Stolls Untersuchungen iiber die Menge von 
Pflanzenfarbstoffen verschiedener Pflanzen zu _ verschiedenen Zeit- 
punkten des Tages und wahrend verschiedener Zeiten des Sommers 
geht hervor, daB sowohl das Verhaltnis zwischen den beiden Chlorophyll- 
komponenten auf der einen Seite, als auch zwischen Carotin (¢) und 
Xantophyll (x), ¢/xz, auf der anderen Seite, sich innerhalb gewisser 
Grenzen relativ konstant halt. Kuler und Mitarbeiter! haben bei den 
von ihnen untersuchten Pflanzen eine Variation des Verhaltnises c/x 
zwischen 0,9 bis 0,3 gefunden. Eine lingere Untersuchungsreihe, die 
auch die verschiedenen Entwicklungsstadien der Pflanzen umfabt, fehlt 
jedoch. 

H. B. Sprague und J. W.Shive? haben untersucht, in welcher 
Weise die Pflanzenfarbstoffe teils im Verhaltnis zur Trockensubstanz- 
menge des Blattes, teils im Verhaltnis zur GréBe der Blattflache, 
variieren. Sie fanden einen besseren Zusammenhang zwischen Chlorophyll 
und Blattflache als zwischen Farbstoff und Trockengewicht des Blattes. 
Die Bildung der gelben Pigmente steht nicht in direktem Verhaltnis 
zu der Steigerung der Trockensubstanzmenge. 

Uber die periodischen Veranderungen des Chlorophyllgehalts bei 
Nadelhélzern im Laufe des Jahres liegt eine Arbeit von M. G. Stalfelt® 
vor. Dieser fand, da der Chlorophyligehalt in den Nadeln von Fichte 
und Kiefer im Laufe eines Jahres periodische Verainderungen durch- 
lauft, im Winter und Sommer ein Maximum, im Friihjahr und Herbst 
dagegen ein Minimum zeigt. Irgendein Zusammenhang zwischen diesen 
Chlorophyllperioden und den Variationen der Temperatur und des 
Lichtes konnte nicht festgestellt werden. 

Die Veranderungen des Pigmentgehalts beim Wachstum unter 
natiirlichen Wachstumsbedingungen, also bei Pflanzen im Freien und 
ohne Extrabelichtung oder Beschattung, wurden an zwei Pflanzen 
studiert, nimlich bei Pferdebohnen, Vicia faba, und Kresse, T'ropacolum 
majus. Die Anpflanzung geschah im Sommer 1930 auf reich gediingter 
) 


gesit. Die Keime waren am 2. 


bzw. 5. Juli iiber der Erde sichtbar. Die Probeentnahme geschah um 
a 


Gartenerde. Es wurde am 19. Juni 


9 Uhr vormittags. 

In Tabelle I und II sind die Analysenwerte wiedergegeben. Der 
Pigmentgehalt wird in Prozenten der Trockensubstanz des Blattes sowie 
in mg pro 100 qem Blattfliche wiedergegeben; auch die Gesamtmenge 
Farbstoff pro ganze Blattmasse einer Pflanze wird mitgeteilt. Betrachtet 


1 Euler, Demole, Karrer u. Walker, |. e. 
2 H. B. Sprague u. J. W. Shive, Plant Physiol. 4, 165, 1929. 
3 M.G. Stalfelt, Planta 7, 201, 1927. 
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man zuerst die Veranderungen im Prozentgehalt wahrend des Wachs- 
tums, findet man bei den ersten Probeentnahmen relativ niedrige 
Werte. Diese steigen aber ziemlich schnell bis zu Betragen, die dann 


0.59 


Nan 





spater nur innerhalb ziemlich enger Grenzen variieren. Dieses ist be- 
sonders bei Kresse der Fall. Abgesehen von den ersten drei Probe- 
entnahmen von beiden Pflanzen sowie den drei letzten von Kresse 
sind die Mittelzahlen der iibrigen Werte wie folgt: 





Chlorophyll Carotin Xanthophyll 
Pferdebohne ........ ./| 1,02+0,15 0.13 + 0,06 0,39 + 0,08 
mrems. . «5 aes ee a 0.17 + 0,03 045 + 0,08 
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Pigmentgehalt in Blaittern von Tropaeolum majus bei verschiedenen Entwicklungsstadier 
Ane . . . . . 
Die Pigmentgehalte dieser beiden Pflanzen sind also von derselben 

Kec GréBenordnung. In Abb. 1 und 2 sind die Verainderungen des Prozent- 
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gehalts graphisch wiedergegeben. Auffallend ist, dal} die verschiedenen 
Farbstoffe Maxima und Minima bei denselben Zeitpunkten zeigen. 

Die Anzahl mg Pigment pro 100 qem Blattflaiche halt sich in den 
verschiedenen Serien ziemlich konstant, wenn man von den jiingsten 
Blattern der Pferdebohnen, die nur eine kleine Pigmentmenge zeigen, 
absieht. Es zeigt sich also deutlich, daB keine gré~eren Veranderungen 
in der Farbstoffmenge des Blattes oder in dem gegenseitigen Verhaltnis 
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Abb. 3. 


Pigmentmenge in der ganzen Blattmasse bei Vicia faba bei verschiedenen Entwicklungsstadien. 


zwischen den verschiedenen Farbstoffen wahrend des Wachstums 
stattfinden. Auch das Verhaltnis c/x halt sich sehr konstant. Die 
Mittelwerte dieses Ausdrucks sind fiir Bohnen 0,33 0,07 und fir 
Kresse 0,38 —- 0,05. 

Rechnet man die erhaltenen Pigmentmengen auf die gesamte 
Blattfliche einer Pflanze um, so erhalt man Werte, die ganz natiilich 
mit dem Wachstum steigen. Indessen kann man aus Abb. 3 und 4, 
die graphisch diese Werte wiedergeben, sehen (die Carotinmengen sind 
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in zehnmal gréBerem MaBstab als die iibrigen gezeichnet), daB an zwei 
Zeitpunkten wahrend des Sommers ein Stillstand oder sogar ein Ruck- 
schritt in der gesamten Farbstoffbildung eintritt. Diese Knicke in 
der Kurve treten bei allen drei Pigmenten bei beiden Versuchspflanzen 
gleichzeitig auf. Die Ausbildung der Blattfliche zeigt dieses Verhalten 
nicht, sondern sie geht wahrend der ganzen Versuchszeit kontinuierlich 
vor sich. Es lag deshalb nahe, diese Pausen in der Pigmentbildung 
mit den auBeren Verhaltnissen, vor allem mit den Lichtverhaltnissen, 








Abb. 4 
Pigmentmenge in der ganzen Blattmasse bei Tropaeolum majus 
bei verschiedenen Entwicklungsstadien 


in Beziehung zu bringen. Ich habe deshalb den Verlauf der Pigment- 
bildung mit den Veradnderungen der Belichtung wahrend der ent- 
sprechenden Zeitperiode verglichen. 

Die Lichtmessungen wurden mit Hilfe von zwei thermoelektrischen 
tadiometern nach P. R. Gast! (“the spherical hot-junction thermopile’’), 
verbunden mit einem empfindlichen, elektrolytischen Milliampere- 
Stundenmesser von Siemens & Halske, ausgefiihrt. Ein Skalenteil dieses 
Instruments entsprach !/,99 Milliamperestunde. 


1 P. R. Gast, Harvard Forest Bull. Nr. 14, 1, 1929. 
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In Abb. 5 ist die totale Einstrahlung fiir jeden Tag in der Zeit vom 
11. Juli bis 3. September wiedergegeben. Die Ordinate gibt die Ein- 
strahlung in relativer Zahl. Vergleicht man diese Kurve einerseits 
mit den Kurven, welche die Verinderung des Prozentgehalts zeigen, 
andererseits mit den Kurven, die die Pigmentmengen in der ganzen 
Pflanze wiedergeben, so zeigen sich gewisse Ubereinstimmungen. Ein 





Abb. 5. 
Die tigliche Einstrahlung des Sonnenlichtes wahrend der Zeit 11. Juli bis 3. September 1930, 


hoher Wert der Einstrahlung entspricht im groBen ganzen einem hohen 
Pigmentgehalt und einer kraftigen Neubildung des Farbstoffs, waihrend 
eine schwache Einstrahlung eine Verminderung des Pigments an- 
_ zeigt. In Ab». 1 entsprechen z. B. die Gipfelpunkte 26. Juli, 14. und 
27. August besonders hohen Belichtungswerten derselben oder der 
vorhergehenden Tage. 

Vom 30. Juli bis 1. August und 17. bis 23. August fand keine 
Steigerung statt, in gewissen Fallen vielmehr eine Verminderung der 
Pigmentmenge. Diese Tage sind auch durch eine geringe Einstrahlungs- 
intensitat gekennzeichnet. 

Es herrscht also zwischen der Einstrahlung und der Pigment- 
‘bildung ein gewisser Zusammenhang. Der Riickgang in der Pigment- 
bildung beruht deutlich darauf, daB die Zerstérung des Pigments gréBer 
als die Neubildung war. An wolkigen Tagen enthalt das Tageslicht 
prozentual mehr von violetten Strahlenals an sonnigen Tagen. Wahrend 
die rote Strahlung die Chlorophyllbildung férdert, bt violettes Licht, 
wie oben hervorgehoben ist, eine schadigende Wirkung aus. Diese Tat- 
sachen kénnen auch eine gewisse Rolle in der Chlorophyllbilanz der 
Pflanze spielen. 


Der Umstand, daB auch die Carotinoide in derselben Abhangigkeit 
von Veranderungen in der Einstrahlung wie das Chlorophyll stehen, 
muB nicht bedeuten, daB auch diese durch Photosynthese gebildet 
werden. Die Assimilation der Pflanze und damit auch ihre ganze Stoff- 
umsetzung wird durch starkes Sonnenlicht erhéht, und damit kann 
eine Erhéhung der gelben Pigmente zusammenhangen. Indessen sind 

















Bildung des Chlorophylls und der gelben Pflanzenpigmente. 165 


die prozentualen Abweichungen von der kontinuierlichen Wachstums- 
kurve, die die totalen Trockensubstanzmengen oder Blattflachen auf- 
weisen, nicht so groB wie die, welchen das Pigment unterliegt (Abb.3 
und 4). 

EKinige Proben von Kresse sind, wie aus Tabelle I] hervorgeht, 
im Oktober analysiert worden. Am 13. dieses Monats waren die Blatter 
mehr oder weniger gelb gefiirbt, und eine Woche spiter, bei der letzten 
Probeentnahme, war das Chlorophyll vollstandig verschwunden. Man 
findet hier eine Vermehrung des Carotingehalts. Dies braucht indessen 
keine Neubildung des Stoffes zu bedeuten, sondern die Steigerung ist 
nur scheinbar und beruht auf dem Verlust an Trockensubstanz des 
Blattes. Das Verhaltnis c/a steigt parallel mit dem Vergilben, ein 
Verhalten, das auch bei anderen Pflanzen zu beobachten ist (s. Kap. 5) 


4. Einflu8 elektrischer Belichtung neben natiirlichem Tageslicht auf die 
Chlorophyllbildung. 


Um eine orientierende Auffassung tiber den EinfluB elektrischer 
Belichtung variierender Art auf die Chlorophyllbildung zu erhalten, 
wurden einige Belichtungsversuche mit Ptlanzen im Gewachshaus aus- 
gefiihrt. Die Versuche wurden nicht unter konstanten Lichtverhiltnissen 
ausgefiihrt, sie sollten Vielmehr zeigen, ob eine Extrabelichtung 
wechselnder Art neben natiirlichem Tageslicht die Chlorophyllbildung 
nachweisbar beeinfluBt. 

Diese Versuche wurden zu Beginn des Jahres 1929 ausgefiihrt. 
Die Versuchsanordnungen sind in der Abb. 6 veranschaulicht. Im 
Februar wurden die Versuchsgewachse in den Beeten N,, N, und S, 
gepflanzt oder gesat: Salat (Lactuca sativa), Bohnen ( Phaseolus vulgaris ) 
und Radieschen. Saimtliche Beete erhielten natiirliches Tageslicht ; die 
Beete N, und N, auBerdem noch elektrisches Licht verschiedenen 
Charakters. 

Beet N, wurde von zwei Quecksilberlampen bestrahlt (Z in Abb. 6), 
deren Licht zwei aufeinandergelegte, 2mm dicke Scheiben von ge- 


> 























Abb. 6. Plan des Treibhauses 
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wohnlichem Fensterglas passierte. Das auf die Beete fallende Licht 
enthielt also praktisch genommen kein ultraviolettes Licht, sondern 
bestand aus den sichtbaren Linien des Quecksilberdampfspektrums (von 
welchen die starksten durch folgende Wellenlingen charakterisiert sind: 
4047, 4358, 5461, 5770, 5791 und 6908 A). Die Bestrahlungsintensitat 
Ss , g-cal 
auf der Beetflache variierte von 0,011 bis 0,023 ——» In ver- 
qem- Min. 
schiedenen Teilen des Beetes mit dem Pyrometer gemessen. Dazu mub 
die Intensitat des wechselnden Tageslichts addiert werden. Die gesamte 
Stromstarke der beiden Quecksilberlampen war im Mittel 5,4 Amp 
Gleichstrom, entsprechend einem Totaleffekt von 1,2 Kilowatt fiir 
Lampen und Widerstand. Die Bestrahlungszeit betrug vom 19. Februar 
bis 5. Marz taglich 18 Stunden, nimlich von 8 Uhr vorm. bis 2 Uhr vorm. 
am folgenden Tage, sowie nach dem 5. Marz 9 Stunden tiglich, namlich 
von 5 Uhr nachmittags bis 2 Uhr vorm. Fir die gesamte Versuchszeit 


rors 
g-¢ 


entsprach dies 520 bis 1100 ° 
qcem 

Das Beet VN, wurde mit Licht von gasgefiillten Wolframgliihlampen, 
welche mit 13,3°%, Unterspannung brannten, bestrahlt. Die Lampen 
wayen in zwei groben Reflektoren aus weiBlackiertem Plywood auf- 
gestellt, je eine an der Schmalseite des Versuchsbeetes (C in Abb. 6). 
In jedem Reflektor befanden sich fiinf Lampen mit einem Totaleffekt 

J I 

von 2,5 Kilowatt pro Reflektor. Um eine gleichmabige Bestrahlung zu 
erhalten, wurde auBerdem eine Glihlampe von 500 Watt in emailliertem 
Reflektor (D) iiber der Mitte des Beetes angebracht. Die Bestrahlungs- 
intensitat, mit dem Pyrometer gemessen, betrug an den meisten Stellen 


g-cal ti : 
des Beetes 0,08 bis 0,12 -—:+ Der niedrigste Wert entspricht 
qem-Min. 
g-cal 
3800 fiir die ganze Versuchszeit. Bei der Bestrahlung er- 
qem 


streckt sich die Energieverteilung kontinuierlich tiber das ganze sichtbare 
Spektrum und weit hinein ins Ultrarot, wobei jedoch das langwellige 
Licht (gelb-rot, sowie der kurzwellige Teil des Ultrarots) vorherrscht. 
Die tagliche Bestrahlungszeit war dieselbe wie bei den Quecksilber- 
lampen. 


Die gesamte Energiemenge des natiirlichen Tageslichts wahrend der 
Versuchszeit betrug folgende Werte: In der Zeit vom 19. Februar bis 


g-cal ; ell , 
5. Marz 1770 ~ und wihrend der Zeit vom 6. Marz bis 4. Mai 
qem 
i as om 
15300 ——- Um eine méglichst gleichmaBige Temperatur zu er- 


qem 
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halten, war das Gewachshaus mit einer automatischen Temperatur- 
regulierung versehen. AuBerdem sorgte ein Ventilator fiir die Luft- 
zirkulation. 

Die Versuchspflanzen wurden im Februar gesit: Bohnen und 
Salat am 7. und Radieschen am 17. Die elektrische Belichtung wurde 
am 19. Februar eingeschaltet. 

Von den Versuchspflanzen waren die Bohnen gegen ungleichartige 
Belichtung am empfindlichsten. Das Wachstum war bei ihnen besonders 
kraftig bei langwelliger (gelbroter) Bestrahlung. Das blaugriine, kurz- 
wellige Licht zeigte dagegen (verglichen mit dem natiirlichen Tages- 
licht) bei dieser niedrigen Intensitat keine nennenswerte Einwirkung, 
auber einer etwas hemmenden Wirkung auf die jungen Pflanzen im 
Anfang. Die itibrigen Versuchspflanzen zeigten unter diesen  Be- 
dingungen keine gréBeren Veranderungen in der Wachstums- 
gesch windigkeit. 

Die Probeentnahme geschah im allgemeinen um 9 Uhr vormittags. 
In einigen Fallen wurde auch eine Probe abends genommen. In diesen 
Fallen wurde so verfahren, daB bei der ersten Probeentnahme eine 
Anzahl Blatter verschiedener Pflanzen’ langs der Mittelnerven ab- 
geschnitten wurden, wonach die andere Halfte bei der spitereh Probe- 
entnahme geerntet wurde. In Beet N, wurden die Pflanzen, die sich 
am nachsten bei den Reflektoren befanden, nicht geerntet, da diese, 
wie erwahnt, einer gréBeren Bestrahlungsintensitéat ausgesetzt waren. 

In Tabelle III und Abb. 7 sind die Versuchsresultate von Bohnen 
angegeben. Der Chlorophyllgehalt ist auf Trockensubstanz des Blattes 
berechnet. Die relativen Werte sind so berechnet, dai die Werte 
der mit der Wolframlampe belichteten Serie 100 gesetzt wurden. 


Tabelle 111. 


Chlorophyll in Blattern von Bohnen bei verschiedener Belichtung. 





Tageslicht Wolframlamy Quecksilberlampe 

Datum ; 

on ( —— Relativ ( a Relativ Chlorophyll Relativ 
16. UL. g" 0,024 109 0.024 100 
26. IL. y 0,19 59 0.32 100 0,11 34 
4. IIT. + 0.19 82 (),22 L100 (24 109 
11. IIT. 9 0,17 39 0.44 100 0.46 105 
18. LIT. i) 023 43 0,54 100 0.35 65 
10. IV. 19 0,44 65 0,68 100 0.458 71 
11. IV. 7 0,57 100 0.57 100 0.38 67 
29. IV. 9 0,64 89 0,72 100 0.47 65 
80. IV. 20 0.48 96 0,50 100 0.34 68 
ee 8 0.64 192 0,63 190 9.54 86 
9 YV. 9 O.80 65 23 100 O83 68 
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Die erste Probeentnahme geschah vor der Einschaltung der elek- 
trischen Belichtung. Der Chlorophyllgehalt war zu dieser Zeit sehr 
niedrig, etwa 1/y) des normalen, sowohl bei den Pflanzen des Beetes S, 
als auch Nz. Die elektrische Belichtung bewirkte wahrend Februar und 
Marz, wo das Tageslicht relativ schwach ist, eine deutliche Steigerung 
des Chlorophyligehalts im Blatt. Bei jungen Pflanzen erwies sich das 
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Apb. 7. 
Cnlorophyligehalt in Blattern yon Phaseolus vulgaris bei verschiedener Belichtung. 
Tageslicht, ©) Wolframlampe, @ Quecksilberlampe 


Quecksilberlicht bei der Chlorophyllbildung von etwas kraftigerer 
Wirkung als das Wolframlampenlicht. Aber spiter im April, wenn die 
Pflanzen gréBer geworden sind, ist der Chlorophyllgehalt am niedrigsten 
bei den Pflanzen, die die erstgenannte Belichtung erhielten. Die Wolfram- 
lampen bewirkten in diesem Monat keinerlei Steigerung im Chlorophyll- 
gehalt, trotz ihrer hohen Lichtintensitét. Man kann bei simtlichen 
Serien eine Steigerung des Chlorophyllgehalts mit der Zeit beobachten; 
Mitte Mai, wo die Tageslinge bedeutend gréBer und deshalb auch die 
natiirliche Bestrahlung gréBer geworden ist, wurden die normalen Werte 
fir den Chlorophyllgehalt erhalten. 

Zu verschiedenen Zeiten des Tages kénnen kleinere Schwankungen 
im Chlorophyllgehalt beobachtet werden, aber diese zeigen nach keiner 
bestimmten Richtung. Die Pflanzen waren auch, wie vorher angegeben, 
bis 2 Uhr vormittags der Belichtung ausgesetzt. Sie waren also taglich 
nur eine ziemlich kurze Zeit unbelichtet. 

In Tabelle IV sind die Versuchsergebnisse mit Salat wiedergegeben. 
Man kann hier einen relativ niedrigen Chlorophyllgehalt beobachten. 
Es wurden nur Blatter von den Pflanzen genommen, die sich nicht 


geschlossen hatten. Die inneren Blatter eines Salatkopfs enthalten, 
da sie keiner direkten Bestrahlung ausgesetzt sind, noch weniger Chloro- 
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phyll. Auch bei dieser Pflanze findet sich ein héherer Chlorophyllgehalt 
da, wo die Pflanzen elektrische Belichtung erhielten, obwobl hier die 
Unterschiede nicht so deutlich hervortreten. 





Tabelle IV. 


Chlorophyll in Blattern von Kopfsalat bei verschiedener Belichtung. 





r Tageslicht Wolframlamp« Quecksilberlampe 
= Chlorophyli Relati Chlorophyll Relatic Chlorophyll Relativ 
1929 ¢ ¢ 
22. IL — 0.20 109 
28. II. 0,18 72 0,25 109 7 
6. IIT. 0,18 90 0.20 100 
11. TIL. 0,13 93 0,14 109 0.10 71 
26. III. 0,10 9] 0.11 100 0.13 118 
8. IV. 0,11 69 0.16 100 0.16 100 
16. IV. 0,13 62 0.21 100 0,17 $1 
24. IV. 0,16 70 0,23 100 0,15 65 


Die Verminderung des Chlorophyllgehalts Anfang Marz bei den 
Pflanzen, die der Glihlampenbelichtung ausgesetzt waren, kann damit 
in Zusammenhang gebracht werden, da8 die Belichtungszeit am 5. Marz 
auf die Hialfte reduziert wurde. 





T abe lle £ 


Chlorophyll in Blattern von Radieschen bei verschiedener Belichtung 





1 Tageslicht Wolframlampe Quecksilberlampe 
age 
Chloropl ilorophyll oroph 
mopeye | metette || Crores! Retatiy | CMTE tet 

1929 0 
25. II. 0,16 94 0.17 100 0.24 141 

hk. Ta. 0,21 91 0,23 100 0,32 139 

8. IT. 0,20 9] 0,22 100 0,30 136 
27. Ill. 0,40 105 0.38 100 0.41 LOS 


Auch die Radieschen zeigten im Versuch dasselbe Verhalten (s. 
Tabelle V). Hier ist der Chlorophyllgehalt bei den mit Quecksilber- 
lampen bestrahlten Pflanzen am gréBten. Die Analysenwerte gelten 
hier nur fiir relativ junge Pflanzen. Die Proben wurden im Februar 
und Marz genommen, in einer Zeitperiode, in der auch die Bohnen in 
der Serie, die kurzwelliges Zusatzlicht erhalten hatte, den héchsten 
Chlorophyllgehalt zeigten. 

W. Lubimenko! und N. Montéverdé und Lubimenko® haben die Ein- 
i wirkung der Lichtstarke auf die Chlorophyllbildung bei einigen Pflanzen 


1 W. Lubimenko, C. r. Acad. Sci. 145, 1347, 1907; Annal. Sci. Nat. Bot. 
7. 321, 1908. 

2 N. Montéverdé u. W. Lubimenko, Bull. Acad. Sci. St. Petersburg 1912: 
ref. Journ. Chem. Soc. London 102, 800, 1912. 
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studiert und gefunden, da die maximale Chlorophyllbildung bei einer 
bestimmten Lichtstirke vor sich geht, verschieden fiir verschiedene 
Pflanzen, und daB sowohl eine Vermehrung als auch eine Verminderung 
dieser Lichtstirke die Chlorophyllbildung zuriickdringt. 

J.Guthrie? hat am Boyce Thomsen Institut umfassende Unter- 
suchungen tiber den EinflubB einer Extrabelichtung zum Tageslicht, sowie 
den der nur elektrischen Belichtung auf die Chlorophyllbildung waihrend 
der Wintermonate ausgefiihrt. Die Intensitat der Extrabestrahlung 


g cal 


betrug ungefaihr 0,005 gemessen mit dem Pyrheliometer, 


qem- Min. 

wobei die Beleuchtungszeit taglich zwischen 6 bis 12 Stunden variierte. 
Als Resultat ergab sich, daB eine Vermehrung der Bestrahlung 
eine Abnahme der Chlorophyllmenge mit sich fiihrte. Dies zeigte 
sich besonders bei 24stiindiger Belichtung (12 Stunden Tageslicht und 
12 Stunden elektrische Belichtung). Wird das Tageslicht bis auf 12%, 
des normalen in seiner Intensitat reduziert, so fiihrt dies eine Steigerung 
der Chlorophyllmenge mit sich. Der Versuch mit Licht verschiedener 
Wellenlangen (Anwendung von gefarbtem Glas) zeigte, daB die Aus- 
schlieBung von roten Strahlen eine Vermehrung des Chlorophylls be- 
wirkte, wihrend die Elimination des blauen Lichts e®e Abnahme 
zur Folge hatte. Jedoch sind diese Versuche nicht direkt mit den 
von mir ausgefiihrten vergleichbar, da die Intensitat des natiirlichen 
Tageslichtes, sowie die Lange des Tages bei Guthries Versuch sicher 
bedeutend gréBer waren. Stockholm liegt ja auf einem bedeutend 
héheren Breitengrad. Der Versuch Guthries zeigt indessen dasselbe 
Verhalten wie der oben referierte von Lubimenko, niimlich, daB die 
gréBte Chlorophyllmenge nicht bei der gr6éBten Lichtintensitaét erhalten 
wird. Die Dauer der taglichen Belichtungszeit ist auch von gewisser 
Bedeutung, wie im folgenden gezeigt werden soll. 

Der niedrige Chlorophyligehalt, besonders im Februar— Marz, in 
meinem Versuch zeigt, daB das natiirliche Tageslicht nicht ausreichend 
war, um eine maximale Chlorophyllmenge zu erhalten und daB auch 
mit der zugefiihrten Extrabestrahlung zusammen die Lichtintensitit 
zur maximalen Chlorophyllbildung nicht geniigte. Deshalb ist es ver- 
stindlich, warum der Chlorophyligehalt gestiegen war und sich nicht 
vermindert hatte. Im April, wo die Intensitat des Tageslichtes starker 
ist, bewirkt die Extrabelichtung nur eine geringe Steigerung des Chloro- 
phyllgehalts. Bei Bohnen kann in diesem Monat sogar ein niedrigerer 
Chlorophyllgehalt bei den Pflanzen beobachtet werden, die mit Quarz- 
lampenlicht, also blaugriinem Licht, bestrahlt waren. Guthries Ver- 
such zeigte gewiB, daB Elimination von rotem Licht die Chlorophyll- 


1 J. Guthrie, Amer. Journ. of Bot. 16, 716, 1929. 
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bildung erhéht, aber es bleibt zu beachten, daB bei meinen Versuchen 
das natiirliche Tageslicht zur vollen Wirkung gekommen ist und dal 
es also nur die Extrabestrahlung war. der das rote Licht fehlte Da- 
gegen zeigt die gréBere Chlorophyllbildung im Februar bei den mit 
kurzwelligem Licht bestrahlten Pflanzen in dieselbe Richtung wie 
Guthries Versuch. Wahrend dieser Zeit konnte das elektrische Zusatz- 
licht einen gr6éBeren Effekt ausiiben. 


5. Die Pflanzenpigmente bei mehrjihrigen Pflanzen im Herbst und Winter 
mit und ohne elektrische Belichtung. 

Der Versuch wurde im Herbst und Winter 1929 mit Himbeer- 
biischen (Rubus idaeus, ,,Lloyd George) ausgefiihrt. 
Folgende Serien wurden untersucht: 

I. Biische, in Kisten gepflanzt, die im Freien stehen. 

Il. Biische, in Kisten gepflanzt, die anfangs in einem Glashaus 
ohne Erwarmung oder elektrische Belichtung standen, dann am 
21. Oktober in ein Gewachshaus gebracht wurden, das mit elektrischer 
Beleuchtung versehen war. 
Ill. Biische, die frei im Garten wuchsen 

’ 

Bei Beginn der Probéentnahme am 4. Oktober waren die Blatter 


der Biische in sémtlichen Serien rein griin, begannen aber in den 
Serien I und II nach einer Woche gelb zu werden und spater zu 
verwelken. Nachdem Serie I] ins Gewachshaus gebracht worden war, 
entwickelten sich schnell neue Triebe und Blatter. Bei den Bischen 
von Serie III waren die Blatter wegen der giinstigeren Lage noch Anfang 
November ganz griin, wie auch aus den Analysenresultaten hervorgeht. 
In Tabelle VI und Abb. 8 sind diese Resultate wiedergegeben. Bei 
den Biischen, die drauBen unter natiirlichen Verhiltnissen wuchsen 


Pid 
7 aed 











Abb. 8 


Pigmentgehalt in Blattern von Rubus idaeus belichtet, @ unbelichtet 





Die ausgezogenen Linien bedeuten das Chlorophyll, die gestrichelten die Carotinoid 
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(Serie 1), verminderte sich die Chlorophyllmenge sowohl in Prozent 
der Trockensubstanz des Blattes als auch in mg pro 100 qem Blatt- 
flache. 

Auch die Mengen Carotin und Xanthophyll nehmen ab, wenn auch 
nicht so schnell wie die Chlorophyllmengen. Das Verhaltnis c/a ist 
anfangs konstant, wird aber bei fortgesetztem Gelbwerden der Blitter 
groBer, was also bedeutet, daB das Xanthophyll schneller verschwindet 
als das Carotin. Wahrend der Zeit vom 4. bis 31. Oktober hat sich 
die Carotinmenge pro 100 qcm Blattflaiche auf !/, vermindert, waihrend 
die Xanthophyllmenge auf '/, gesunken ist. Die Chlorophyllmenge 
der gleich groBen Blattflache betrug am 31. Oktober ',, der vom 
4. Oktober. Eine ahnliche Steigerung des Verhaltnisses ¢ x wurde 
auch beim Gelbwerden der Kresseblatter in der Versuchsreihe, die auf 
S. 165 beschrieben ist, beobachtet. 

Das Gelbwerden der Blatter beruht, wie Woillstdtter u.a. nach- 
gewiesen haben, darauf, da das Chlorophyll zerstért wird, so dab also 
die Farben des gelben und roten Pigments sichtbar werden. Diese 
Farbstoffe setzen sich nach Willstdtter nicht nur aus den beiden Caro- 
tinoiden, sondern auch aus wasserléslichen, gelben Farbstoffen und aus 
Anthocyanen zusammen. Willstdtter fand, daB bei den von ihm unter- 
suchten Pflanzen die Summe der Carotinoide im griinen und gelben 
Blatt dieselbe war, daB aber die Carotinmenge beim Gelbwerden des 
Blattes bisweilen abnahm, wahrend die Xanthophyllmenge zunahm. 
Das Carotin wird in die sauerstoffhaltige Verbindung iibergefiihrt. 
Dagegen war dieses nicht der Fall bei dem Versuch mit den Himbeer- 
biischen. 

Aus den Untersuchungen von E.Goerrig! geht hervor, daB die 
Mengen der Carotinoide im gelben Blatt im Verhaltnis zu den Mengen 
im griinen Blatt mit der Pflanzenart und den Wachstumsbedingungen 
variieren. Die Verminderungen des Chlorophylls und der Carotinoide 
sind voneinander unabhingige Reaktionen. Im iibrigen fand dieser 
Forscher, daB die gelben Blatter im allgemeinen doppelt so viel Xantho- 
phyll enthielten als Carotin, was in guter Ubereinstimmung mit den 
Resultaten in Tabelle VI steht. Worin die Ursache des Verschwindens 
des Chlorophylls liegt, ist nicht klargelegt. DaB dies nicht nur auf der 
Abnahme der Lichtintensitét und der Verringerung der Belichtungs- 
zeit beruht, geht unter anderem aus den Untersuchungen von R. Combes? 
hervor. Nach anderen Forschern sollte dies auf eine gesteigerte Aziditat 
im Blatte zuriickzufiihren sein. Sicherlich wird die enzymatische 
Aktivitit im Herbst zuriickgedringt; ein naheres Studium der Be- 


! E. Goerrig, Beih. Bot. Centralbl. 35, 342, 1918. 
2 R. Combes, C. r. Acad. Sci. 181, 129. 1925. 
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dingungen fiir die Tatigkeit der Chlorophyllase kénnte deshalb einen 
Beitrag zu dieser Frage geben. 

Betrachtet man die Versuchsresultate der Serie II, so findet man 
zuerst eine Verringerung der Pflanzenpigmentmenge, aber sobald die 
Biische der elektrischen Belichtung ausgesetzt werden, vermehrt sich 
der Chlorophyll- und der Carotinoidgehalt von neuem sowohl in den 
ilteren als auch in den neugebildeten Blittern. Die neuen Blatter 
enthalten, prozentual gesehen, einen gréBeren Chlorophyllgehalt als die 
alteren, aber da die letzteren einen héheren Trockensubstanzgehalt 
haben, ist die Menge Chlorophyll pro qem Blattflache gréBer als bei 
diesen. Noch Mitte Dezember bewirkt diese elektrische Belichtung 
einen normalen Gehalt sowohl an Chlorophyll als auch an Carotinoiden. 
Das Verhaltnis c/a steigt auch in dieser Serie, wenn die Blatter gelb 
werden, und es dauert dann einige Zeit bis der Xantophyllgehalt wieder 
im Verhaltnis zum Carotingehalt zugenommen hat, so daB also cx 
wieder den normalen Wert 0,4 bis 0,5 annimmt. 

Es kann in diesem Zusammenhang angefiihrt werden, da die be- 
lichteten Himbeerbiische sich normal mit neuen Trieben, Bliiten und 
reifen Beeren im Marz und April entwickelten. Es erweist sich also, 
daB die hier angewendete Belichtungsintensitét hinreichend gewesen 
ist, um das gleiche Resultat zu erhalten wie unter natiirlichen Ver- 
haltnissen wihrend des Sommers, sowohl betreffs der Pigmentbildung 
als auch in jeder anderen Beziehung. 


6. Einflu8 der tiglichen Belichtungsdauer auf die Bildung von Pflanzen- 
pigmenten, 

Die Einwirkung, die das Licht auf die Chlorophyllbildung ausiibt, 
kann sowohl auf der Qualitit des Lichtes (seiner spektralen Zusammen- 
setzung) als auch der Lichtintensitét oder der Dauer der Bestrahlung 
beruhen. Die folgenden Versuche sind zur Erforschung des letzt genannten 
Effekts ausgefiihrt worden. Sie sind so angestellt, daB die Pflanzen 
in den verschiedenen Versuchsreihen die gleiche tagliche Bestrahlungs- 

g-cal ’ ’ 
menge, berechnet als — , erhalten haben, aber die Belichtung 

qem 
dauer wurde so variiert, daB das Produkt aus Intensitaét und Zeit 
beinahe konstant war. Hieraus folgt, dab die tagliche Bestrahlungs- 
dauer variiert wurde. Der Versuch sollte also zunachst dariiber Auf- 
klarung geben, inwiefern eine kurze, intensive Belichtung die gleiche 
Chlorophyllbildung verursacht wie eine lingere, aber schwachere. 

Die Versuche wurden in einem Keller, welcher mittels weil ge- 
strichener Schirme ineinige Facher eingeteilt war (Abb. 9), unter AbschluB 


des natiirlichen Tageslichtes ausgefiihrt. Auf der einen ihrer Schmalseiten 
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wurde eine Beleuchtung aus drei Gliihlampen in Reflektoren angebracht 
(S, bis S,). Die Belichtungsintensitaét in den verschiedenen Teilen der 
Facher wird natirlich mit dem Abstand von der Lichtquelle abnehmen. 
Es wurde deshalb ausprobiert, auf welchen Stellen innerhalb der Facher 
das Produkt Intensitat x Zeit pro Tag mit der gewiinschten Variation 
in der Belichtungsdauer konstant war, worauf dann die Versuchs- 
pflanzen auf diese Stellen gesetzt wurden. Die Intensitat der Strahlung 
wurde mit einem Moll-Gorczynski-Thermoelement gemessen. Tabelle VII 


Dag age tae ai oe I Ag ; ‘ 
gibt die Lichtintensitat in - in den verschiedenen Fachern 
qcem- Min. 
oS ie ' g-cal ‘“ 
an. Die tagliche Intensitat betrug 48 — - In der Tabelle finden 
qem 


sich auBerdem Angaben iiber die Starke der Lampen. Der Strom- 
verbrauch betrug 12 Kilowattstunden pro Tag und Fach. 


Tabelle VII. 
































Belichtungszeit Lichtintensitat Lampe 
Std./Tage g-cal qem-Min Watt 
4 0,20 3 1000 
6 0.13 9 750 1 500 
gl 4 0,087 2x 500+ 1 309 
13! 0.061 3 x 300 
24 0,034 2x 1504+ 1 x 290 
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Abb. 9 
Plan des Kellers mit Wachstumsversuchen bei elektrischer Belichtung 





Als Versuchspflanzen wurden Riiben (Brassica rapa), Hyazinthen 
und Narzissen genommen, also solche Pflanzen, die reichlich mit Reserve- 
stoffen versehen und deshalb bei ihrer Entwicklung nicht auf die 
Kohlensaureassimilation angewiesen sind. Sie waren in Holzkisten 


oder Mitscherlich-GefiBen gepflanzt und zuerst in einem dunklen 
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Zimmer zur Entwicklung stehen gelassen. Erst nachdem sich Blatter 
gebildet haben, wurden sie in die beleuchteten Versuchszellen gebracht. 
Der Chlorophyligehalt war dabei bei simtlichen Versuchspflanzen so 
gering, daB er chemisch nicht nachgewiesen werden konnte, waihrend 
die gelben Pigmente in mebbaren Mengen vorlagen. Die Anzahl 
Tage in den Tabellen bezieht sich auf die Zeit vom Tage der Uber- 
fihrung in die Belichtungszelle an. 

Versuch mit Riiben. Schon nach einigen Stunden Belichtung ist 
eine kraftige Chlorophyllsynthese eingetreten, und wahrend der ersten 
48 Stunden vermehrt sich die Chlorophyllmenge schnell (Tabelle VIII 
und Abb. 10). Danach tritt eine langsamere Steigerung des Chlorophyll- 
gehalts ein, aber erst nach etwa l5tagiger Belichtung werden maximale 
und konstante Werte erhalten. Bei kiirzerer Versuchszeit wird das 
Maximum an Chlorophyll bei den Pflanzen erhalten, die taylich 9 
bis 13 Stunden belichtet wurden, wahrend die, die nur 4 Stunden 
belichtet waren, eine bedeutend kleinere Chlorophyllmenge aufweisen. 
Auch nach 6 Stunden Bestrahlung wird der Chlorophyligehalt niedriger 
gefunden als bei laingerer, taglicher Belichtung. Das stimmt mit 
dem oben referierten Resultat von Guthrie iiberein, namlich, daB 
die héhere Lichtintensitat die Chlorophyllbildung hemmt. Wird die 
Chlorophyllmenge auf die Blattflache berechnet anstatt auf das Trocken- 
gewicht der Blatter, werden ahnliche Resultate erhalten (Tabelle X1). 
9- bis 24stiindige tagliche Belichtung bewirkt dieselbe Chlorophyll- 
synthese, zumindest nach l5tagiger Behandlung, wahrend nach einer 
langeren Versuchszeit, auch bei Pflanzen mit nur 4 Stunden taglicher 
Belichtung, dieselbe Chlorophyllmenge pro 100 qcem_ Blattflaiche er- 
halten wird. 

Tabelle VIII. 


_ Prozent Chlorophyll in Blattern von Riiben bei verschiedener Belichtungszeit. 





Belichtung in Std. 


Tage $$ 
0 4 6 91/4 131/3 24 
0 Geringe Spuren ' _ 
1 P = é- 0,034 > 
1 _ — 0.076 0,077 0.11 
2 - 0,060 - 0,14 0,19 - 
3 - 0,14 0,15 — - 0,16 
8 0,14 0,20 0,21 0,23 0,19 
15 — 0,19 0,24 0,29 0,26 0,26 
22 Spuren 0,20 0.26 0.26 


Schon die unbelichteten Pflanzen enthalten relativ grobe Mengen 
Carotin, welches, berechnet in Prozenten der Trockensubstanz, sich in 
solehen Pflanzen wahrend der ganzen Versuchszeit konstant halt (Ta- 
belle IX und Abb. 11). Dieser hohe Carotingehalt bei den unbelichteten 
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Tabelle 


Blattern von Riiben bei verschiedener Belichtungszeit. 


IX. 





Tage eeeneen 
0 
0 0,046 
1 omens 
2 
9 one 
3 - 
8 
15 — 
22 0,046 


Prozent Xanthophyllin Blatterr 


Belichtung in Std. 


6 
~ 
0,033 0,026 
0,027 0,026 
0,050 0,045 
0,049 


Tabelle X. 


4 
gl), 


0,055 
0,037 
0,038 
0,052 
0,081 


0,025 
0.028 
0,038 


0,034 
0.024 
0,048 
0,097 


1 von Riiben bei verschiedener Belichtungszeit. 








Belichtung in Std. 





Tage 
0 4 6 91), 131/, 24 
0 0,0098 — _ i 
If, a wn 0,016 > 
2 0,073 0.044 
3 0,048 0,042 0,045 
8 — 0.067 0.070 0.083 0.086 0.067 
15 — 0.078 0,060 0.081 0.076 0.074 
22 0,032 0,080 0,11 0,115 
Tabe lle } € E 
33 4s g Trocken- mg in 100 qem 
Tage .“\ gewicht 
i} sa ag pro 100 qem Chlorophyll Carotin Xanthophyll 
8 4 0,26 0,36 0,070 0,17 
6 0,28 0,56 0,073 0,20 
9'), 0,30 0,63 0,114 0,25 
131), 0.28 0.64 0.078 0,24 
24 0,30 0,57 0,072 0,20 
15 4 0,21 0,40 0,105 0,16 
6 0.20 0,48 0,090 0.12 
gl 4 0.19 0.55 0.099 0,15 
13}), 0,21 0,55 0,080 0,16 
24 0,21 0,55 0,101 0,16 
22 4 0,27 0,54 0.13 0,22 
91), 0.19 0,49 0,15 0,21 
24 0,21 0,51 0,21 (),24 
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Abb. 10. 
Bildung von Chlorophyll in Blattern von Riiben bei tiglich verschiedener Belichtungszeit 
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Abb. 11. 
Riiben bei taglich verschiedener Belichtungszeit. 


Bildung von Carotin in Blattern von 














Abb. 12. 
Bildung von Xanthophyll in Blattern von Riiben bei taglich verschiedener Belichtungszeit. 
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Blattern laBt sich vielleicht dadurch erklaren,; dab die Pfahlwurzel 
der Riiben dieses Pigment enthalten und sich dieses also in den Pflanzen 
fertig gebildet vorfindet. Die Belichtung der Pflanzen bewirkt am 
Anfang eine Verminderung des Carotingehalts in den Blattern, waihrend 
sich gleichzeitig der Xanthophyligehalt erhéht. Als Erklarung hierfiir 
kann man sich denken, daBb das Carotin zu Xanthophyll oxydiert wird. 
Auch das Verhalten, daB eine lingere tagliche Belichtungszeit eine 
kraftigere Verminderung des Carotingehalts bewirkt, deutet darauf, 
daB eine Umwandlung von Carotin durch die Einwirkung des Lichtes 
stattfindet. 

Nach 15 Tagen hat sich der Carotingehalt wieder vermehrt und 
ungefihr seinen urspriinglichen Wert erreicht: darauf erhéht er sich 
weiter, zumindest in den Proben, die 9 Stunden oder laingere tagliche 
Belichtung erhielten. Die erhéhten Chlorophyll- und Xanthophyll- 
mengen, die einen groBben Teil des Lichtes absorbieren, schiitzen ver- 
mutlich das Carotin vor allzu groBer Lichtabsorption. 

Die Unterschiede im Carotingehalt bei derselben Versuchszeit bei 
Pflanzen von verschiedenen Versuchsfachern sind indessen recht un- 
bedeutend. Berechnet man den Carotingehalt pro Blattfliche, werden 
nach 8 bis 22 Tagen Versuchszeit im groben ganzen dieselben Werte 
gefunden, unabhangig' von der taglichen Belichtungszeit. 

Auch Xanthophyll kommt in den unbelichteten Versuchspflanzen 
vor, aber im Unterschied zu dem, was gewohnlich der Fall ist, in 
kleineren Mengen als Carotin, so daB das Verhaltnis ¢/2 gréBer wird 
als 1 (Tabelle X, Abb. 12). Bei der Belichtung der Pflanzen vermehrt 
sich der Xanthophyligehalt am Anfang schnell, erreicht aber auch 
hier nach 15 Tagen einen konstanten Wert. Eine andere Ahnlichkeit 
mit der Chlorophyllbildung liegt darin, daB 9 bis 13 Stunden tagliche 
Belichtung die schnellste Neubildung bewirkt. Nach 15 Tagen ist 
indessen die Xanthophyllmenge, berechnet auf die Blattfliche, dieselbe 
bei samtlichen Belichtungsversuchen. 

Das Verhaltnis c/x variiert, ohne daB irgendein Gang beobachtet 
werden kann. 

Versuch mit Narzissen. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie 
im vorigen Versuch. Die Zwiebeln wurden in Sand im Mitscherlich- 
GefaB getrieben. Das Resultat ist in Tabelle XII wiedergegeben. Bei 
den Zwiebeln, die im Dunkeln gehalten wurden, konnte wahrend 
der ganzen Versuchszeit kein Chlorophyll nachgewiesen werden. Die 
Chlorophyllbildung verliuft anfangs, soweit sich an Hand der relativ 
wenigen Analysenziffern sagen laBt, ungefahr gleichférmig in den 
verschiedenen Versuchsreihen. In den ersten Tagen tritt eine kraftigere 
Chlorophyllsynthese ein, aber nach einiger Zeit vermindert sich die 
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Schnelligkeit der Chlorophyllbildung, also dasselbe Verhalten wie 
bei den Bohnen. Nach langerer Versuchszeit werden héhere Chlorophyll- 
mengen bei den Pflanzen gefunden, die langere tagliche Belichtung 
erhielten. Dies geht auch aus Tabelle XIII hervor, die die Menge 
Chlorophyll pro 100 qem Blattflaiche angibt. 

Die Carotinoide sind nur nach 33 Tagen Versuchszeit bestimmt 
worden. Man findet, daB deren Summe mit laingerer taglicher Be- 
lichtungszeit zunimmt (Tabelle XIV). 


Tabelle XII. 


Prozent Chlorophyll in Blattern von Narzissen bei verschiedener 
Belichtungszeit. 





Belichtung in Std. 














Tage saitkt -eameingal ci, aie ee ee ee <a ae 
0 4 } gt 4 14! 24 
0 0 _ _ . - - 
a) — — 0,17 -- - 0,16 
8 a 0,23 — (),22 0,19 0,21 
15 . 0,26 - 0,30 0,30 0.30 
33 0 0,29 . 0.34 0,42 0,47 
\ 
Tabelle XIII. 
Narzissen. 
g Trocken- mg 
Tage Belichtung gewicht Chlorophyll 
Std. pro 100 qem pro 100 qem 
8 4 0,56 1,29 
91), 0,66 1,45 
13}/, 0,67 1,27 
24 0,63 1,32 
15 4 0,53 1,38 
91), 0,63 1,90 
13}/, 0.66 1,98 
24 0,69 2,08 
33 4 0,48 1,39 
91/, 0,47 1,60 
13}/, 0,42 1,76 
24 0,45 2,12 
Tabelle XIV. 
Carotinoide in Blattern von Narzissen bei verschiedener Belichtungszeit. 
Belichtung in Std 
4 91/4 131), 24 
°/), vom Trockengewicht. . . 0,37 0,40 0.51 0,48 
mg pro 100qem...... 1,78 1,88 2,14 2,16 
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Versuch mit Hyazinthen. Die Hyazinthen wurden am 15. Januar 
in die verschiedenen Belichtungsfacher gebracht. Die Belichtungs- 
zeiten betrugen taglich 4, 9’), und 15 Stunden. Eine Serie wurde 
auBerdem in ein Gewiachshaus gestellt und erhielt auBer Tageslicht 
4 Stunden elektrische Belichtung von 4 bis 8 Uhr vormittags. 

Es wurden zwei verschiedene Hyazinthensorten angewendet, 
nimlich Moreno und Bismarck. Die Resultate befinden sich auf 


Tabelle XV und XVI. 
Tabelle XV. 


Pigmentbildung in Blattern von Hyazinthen (Moreno) bei verschiedener 
Belichtungszeit. 








Chlorophyll Carotin 
Tage : 
4 Std 914 Std 15 Std rreibhaus 4 Std 91), Std 15 Std. rreibhaus 
1 0.074 0.076 0.056 0.068 0.044 0.059 0.046 0.047 
2 0,078 0.10 0,079 0,097 0.043 0.059 0.060 0,052 
8 6.10 0,12 0.12 0.093 0.056 0.065 0.073 0.063 
7 0,14 0.15 0.12 0.18 0.063 0.076 0.076 0.098 
Tabelle XV (Fortsetzung). 
3 | = 
; Carotin 
0 ‘ ] 
~— Xanthophyl!l Xanthophyll 
4 Std 9',Std. 15 Std Treibhaus 4 Std 914 Std 15 Std rreibhaus 
1 0,12 0.15 0,14 0.12 0.37 0.39 0.38 0.39 
2 0,11 0.15 0.16 0.16 0.39 0.39 0.37 0.32 
3 0,16 0.16 0.19 0,17 0.35 0.41 0.38 0.37 
7 0.17 0.22 028 0.26 0.37 0.35 028 0.38 


Tabelle XVI. 


Pigmentbildung in Blattern von Hyazinthen (Bismarck) bei verschiedenetr 
Belichtungszeit. 





®/) Chlorophyll ©, Carotin + Xanthophyll 
Tage . 
4 Std 91/, Std 15 Std 4 Std 91, Std 15 Std 
1 0,019 0,040 0,028 0,072 0,11 0,14 
2 0.042 0.068 0.056 0,990 0,21 0.14 
3 0,048 0,10 0,091 0.11 ().27 0.22 
5 015 0.087 on 0,27 0,25 


Man findet hier in den verschiedenen Versuchsserien, da} sowohl 
der Chlorophyligehalt als auch der Carotinoidgehalt in einer bestimmten 
Zeitperiode um ungefaihr denselben Betrag erhéht wird. Das Chlorophyll 
scheint sich jedoch in etwas gréBerer Menge bei den Pflanzen zu bilden, 
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welche 9'/, Stunden tagliche Belichtung erhalten, iibereinstimmend 
mit den bei Riiben erhaltenen Resultaten. 


Irgendein Riickgang im Carotingehalt kann nicht beobachtet 
werden, doch ist der Gehalt an diesem Pigment im unbelichteten Blatt 
bedeutend kleiner als bei Riiben und betragt weniger als 0,01°, von 
der Trockensubstanz des Blattes. Das Verhaltnis zwischen der 
Carotin- und Xanthophyllmenge ist in den verschiedenen Serien 
unter den verschiedenen Zeitpunkten im groBen und ganzen kon- 
stant. Bei diesen Pflanzen scheint also eine Variation der Be- 
lichtungsstarke und Belichtungszeit innerhalb der hier angewendeten 
Grenzen einen besonders geringen EinfluB auf die Bildung der 
Pflanzenpigmente zu haben. 


Als Zusammenfassung dieses Versuchs kann angegeben werden, 
daB eine lingere tigliche Belichtung bei niedriger Lichtintensitat fiir 
die Pigmentbildung im Blatt vorteilhafter ist, als wenn dieselbe Licht- 
menge unter kirzerer Belichtungszeit bei héherer Lichtintensitat 
gegeben wird. Bei den hier angewendeten Lichtintensitaten wird bei 
9 bis 13 Stunden Belichtungszeit die schnellste und gréBte Pigment- 
bildung erhalten. Eine Vermehrung der Belichtungszeit bis zu 24 Stun- 
den tiglich erwies sich fiir die Pigmentbildung vorteilhafter als eine 
Verminderung bis zu 4 bis 6 Stunden. 


In diesem Zusammenhang kénnen auch einige Versuche mit Mai- 
blumen, die bei elektrischem Licht getrieben wurden, genannt werden. 
Sie sind friiher an der hiesigen Abteilung von S.Odén! ausgefiihrt 
worden. Er fand nach 13tagiger Versuchszeit bei nur elektrischer 
Belichtung mit Belichtungszeiten, die zwischen 5 und 24 Stunden 
taiglich variierten, die aber im groBen ganzen dieselbe Bestrahlung 
taglich ergaben, eine Vermehrung des Chlorophyllgehalts, je langer die 
Belichtungszeit dauerte, die zur Anwendung gelangte. Das stimmt in 
der Hauptsache mit den Resultaten des oben beschriebenen Versuchs 
uberein. 

Ein so hoher Gehalt an gelbem Pigment bei unbelichteten Pflanzen, 
wie im obenstehenden Versuch besonders bei Riiben gefunden wurde, 
ist nicht bei allen Pflanzen die Regel. H.v. Euler und H. Hellstrém? 
haben den Farbgehalt bei Keimpflanzen von Roggen 6 bis 14 Tage 
nach der Saat bestimmt und dabei sowohl belichtete als unbelichtete 
Pflanzen untersucht. In den etiolierten Pflanzen kam Carotin nicht in 
meBbaren Mengen vor, mit Ausnahme von einigen wenigen Fallen, wo 
aber auch Chlorophyll nachgewiesen werden konnte. Die Verfasser 


! §. Odén, Kungl. Lantbruksakad. Handl. 68, 897, 1929. 
2 H. v. Euler. u. H. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 177, 1929. 
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zogen daraus den SchluB, daB die Carotinbildung bei den Pflanzen 
zumindest teilweise eine photochemische Reaktion ist. 


7. Carotinoidbildung im Dunkeln. 

Wie aus den Versuchen im vorhergehenden Kapitel hervorgeht, 
wird bei Riiben, Narzissen und Hyazinthen sowohl Carotin als auch 
Xanthophyll im Dunkeln gebildet. Bei der zuerst genannten Versuchs- 
pflanze war der Carotingehalt sogar gréBer als der Xanthophyllgehalt. 
Diese Bestimmungen gelten fiir relativ gut entwickelte Pflanzen, auch 
wenn sie das fiir etiolierte Pflanzen typische Aussehen haben. 

In Keimpflanzen von Gewachsen, welche aus Samen entwickelt 
wurden, wo die Assimilation also ziemlich schnell nach der Keimung 
eintreten mub, um ein weiteres Wachstum zu erméglichen, kann der 
Vorgang auch anders angenommen werden. Deshalb wurden die 
Carotinmengen in Keimpflanzen von Hafer und Kresse, die im Dunkeln 
getrieben wurden, untersucht. 

Die Haferpflanzen waren bei der Ernte 8 Tage alt. Die lang auf- 
geschossenen Pflanzen waren farblos, auBer an den Blattspitzen, welche 
stark gelb waren. In diesen wurden die Pigmentmengen teils unmittel- 
bar, teils nach weiteren 3 bzw. 24 Stunden Tageslicht bestimmt. Die 
Analysenresultate finden ¥ich in Tabelle XVII. Die Werte sind an- 
gegeben in Prozenten der Trockensubstanz. Auch in diesen Keim- 
pflanzen konnte Carotin nachgewiesen werden, wenn auch nur in ge- 
ringen Mengen. Nachdem die Pflanzen dem Tageslicht ausgesetzt 
waren, vermehrte sich der Xanthophyllgehalt schnell, der Carotin- 
gehalt dagegen langsam. 

Die Kressepflanzen waren bei der Ernte 7 Tage alt. An der Spitze 
der langen, weiBen Stengel befanden sich nur sehr kleine, gelbe Blatt- 
ansatze. In diesen konnte kein Chlorophyll nachgewiesen werden. Die 
Carotin- und Xanthophyllgehalte betragen 0,012 bzw. 0,070°, der 
Trockensubstanz, also auch hier konnte Carotin in kleinen Mengen 
nachgewiesen werden. Die Mittelwerte fiir den Carotin- und Xanthophyll- 
gehalt wahrend des Sommers betragen nach Tabelle LI 0,17 bzw. 
0,64°,. Die in den etiolierten Pflanzen erhaltenen Werte betragen 
also 7 bzw. 15°, der Werte der normalen Pflanzen. 

Hieraus geht hervor, daB sowohl Carotin als auch Xanthophyll 
im Dunkeln gebildet werden kann, wenn auch Carotin im allgemeinen 
nur in geringen Mengen vorkommt. Bei der Belichtung der Pflanzen 
vermehrt sich sowohl die Carotin- als auch die Xanthophyllbildung in 
Ubereinstimmung mit der Chlorophyllbildung. Es ist jedoch nicht 
méglich, aus diesen Versuchen zu schlieBen, wieweit dieses auf kata- 
lytischer Einwirkung des Lichtes beruht oder sekundar eine Funktion 
der gesteigerten Stoffumsetzung in den Pflanzen bei der Belichtung ist. 
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Tabelle XVII. 


Pigmentbildung in Keimpflanzen von Hafer. 





Chlorophyll Carotin Xanthophyll 
OF, 0), 0, 
oo a ee 0 0,0035 0,034 
Nach 3Std. Tageslicht . . . . . | geringe Spuren 0,0031 0,055 
Nach 24Std. Tageslicht. . . .. 0,030 0.0063 0,120 


8. Pigmentbildung in den Bliiten von Tulpen. 


In diesem Zusammenhang wurde auch die Pigmentbildung in den 
Bliitenblattern einiger Tulpen, nimlich der stark roten und gelben 
Brilliant Star und der violetten Van der Neer untersucht. Die Unter- 
suchungen galten teils Exemplaren, die im Gewachshaus bei elektrischer 
Belichtung neben natiirlichem Tageslicht getrieben waren, teils solchen, 
die sich im Dunkeln entwickelt haben. In beiden Fillen hatten die 
Bliiten fiir das bloBbe Auge dieselbe Farbnuance und Farbstarke. 

Der Vergleich zwischen der gebildeten Farbstoffmenge in dem 
ersten und zweiten Falle wurde auf solche Weise ausgefiihrt, dab die 
neugeernteten Bliiten im Moérser mit feinem Sand zerrieben und mit 
Aceton extrahiert wurden. Der Acetonextrakt wurde auf dieselbe 
Weise wie bei der Chlorophyllbestimmung mit Ather behandelt und 
mit Wasser ausgewaschen. Die rbten und violetten Anthocyane gehen 
dabei ins Wasser iiber, wihrend die eventuell vorhandenen Carotinoide 
im Ather zuriickbleiben. Der Wasserextrakt wurde bis zu einem be- 
stimmten Volumen verdiinnt und zwei solcher Lésungen teils von den 
belichteten, teils von den unbelichteten Pflanzen im Kolorimeter ver- 
glichen. Da die wasserléslichen Pigmente sehr unbestandig sind und 
sich schnell mehr oder minder entfairben, ist es notwendig, dal die 
Extraktion und die Trennung so schnell wie méglich ausgefiihrt wird, 
sowie daB beide zu vergleichende Proben gleichzeitig behandelt werden. 

Bei dem Versuch mit Brilliant Star wurden nicht nur die Pigmente 
in den Bliiten, sondern auch die Farbstoffe in den griinen Blattern 
bestimmt. Das Resultat ist in Tabelle XVIII wiedergegeben. Irgendein 
absolutes MaB fiir den roten Farbstoff kann nach dieser Untersuchungs- 
methode nicht erhalten werden, sondern nur eine relative Zahl. 


Tabelle XVIII. 
Pigmentbildung bei Tulpen (Star Brilliant). 





Griine Blatter Bliiten 
Chlorophyll Carotin Xanthophyll Carotin Xanthophyll Rel. Menge 
0 0 0 0 0 rote Farbstoffe 


0 0 0 0 


Treibhaus . . 0,013 09,0048 0,017 0,014 0,017 100 
Dunkelzimmer <0,001 0,0011 0,009 0,019 0,021 100 
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Wie aus den Ziffern in der Tabelle XVIII hervorgeht, war der 
Farbstoffgehalt im Blatt bei den unbelichteten Pflanzen bedeutend 
kleiner als bei den belichteten. In den Bliitenblattern wurde von samt- 
lichen anwesenden Farbstoffen der GréBenordnung nach dieselbe Menge 
gefunden; man findet also, da das Licht keinerlei KinfluB auf die 
Pigmentbildung der Bliiten hat. Dies betrifft sowohl die Carotinoide 
als auch die Anthocyane. Der Versuch mit Van der Neer gab das gleiche 
Resultat. Auch hier wurden im Kolorimeter ganz dieselben Farb- 
stirken im Acetonextrakt von belichteten und unbelichteten Bliiten 
erhalten. 

Zusammenfassung. 


In dieser Arbeit wurde die Bildung von Chlorophyll und Caro- 
tinoiden (Carotin und Xanthophyll) in Blaittern von héheren Pflanzen 
in den verschiedenen Entwicklungsstadien und bei variierenden Be- 
lichtungsverhaltnissen untersucht. 

Die Bestimmungen sind nach Willstdtter und Stolls Methoden aus- 
gefiihrt: die Pigmentmengen wurden teils in Prozent der Trocken- 
substanz des Blattes, teils in Milligramm pro 100 qem_ Blattfliche 
berechnet. ; 

1. Die, Bildung ‘von Chlorophyll ukd Carotinoiden wurde bei 
Pferdebohne, Vicia faba, und Kresse, Tropaeolum majus, in den Sommer- 
monaten Juli bis September bei natiirlichen Bedingungen untersucht. 
Sowohl der Prozentgehalt als auch die Anzahl Milligramm pro Blatt- 
flache variierte nur innerhalb gewisser, relativ kleiner Grenzen. Die 
Schwankungen standen im Zusammenhang mit den Verdinderungen 
der Intensitat des Tageslichtes, so da die Pigmentmengen vermehrt 
wurden am Tage mit starker Bestrahlung und vermindert wurden 
an dunklen Tagen. Das Verhialtnis c/x hielt sich im groBen ganzen 
wahrend der ganzen Wachstumszeit konstant. 

2. Ein Zusatz von elektrischem Licht neben dem _ natiirlichen 
Tageslicht wahrend des Winters und Friihjahrs bewirkte im Februar 
und Marz eine Erhéhung des Chlorophyllgehalts in Blattern yon Bohnen, 
Phaseolus vulgaris, Salat und Radieschen. Kurzwelliges Licht (Queck- 
silberlampen) vermehrte den Chlorophyllgehalt bei den jungen Pflanzen 
im Februar mehr als langwelliges (Wolframgliihlampen). Spater 
hatte das kurzwellige Licht keinen oder einen hemmenden Effekt 
auf die Chlorophyllbildung. Im April bis Mai war das natiirliche Tages- 
licht so stark, da®B das elektrische Zusatzlicht keinerlei Wirkung auf die 
Chlorophyllbildung mehr ausiibte. 


3. Der Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in Blaittern von Him- 
beeren, Rubus idaeus, verringerte sich im Herbst im Oktober bis 


November. Das Chlorophyll verschwand langsam vollstandig, wahrend 
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die Carotinoidmengen nur geringer wurden. Das Verhaltnis ¢/x erhéhte 
sich beim Gelbwerden der Blatter. 

Wurden die Himbeerbiische der elektrischen Belichtung ausgesetzt, 
so vermehrten sich die Pigmentgehalte wieder und erreichten bald 
dieselben Werte, die sie im Sommer hatten. Auch der Wert c/a wurde 
langsam wieder der normale. 

4. Der EinfluB der periodischen Belichtungszeit auf die Pigment- 
bildung wurde bei etiolierten Blattern von Riiben, Brassica rava, Nar- 
zissen und Hyazinthen untersucht. Die Pflanzen wurden mit elektri- 
schem Licht von Glithlampen 4, 6, 9'/,, 131), und 24 Stunden taglich 
belichtet mit Intensitaéten, die so gewahlt waren, daB die totale Be- 
strahlungsmenge taglich in allen Serien dieselbe war. Liangere Be- 
lichtungszeit mit schwacherer Lichtintensitaét bewirkte eine schnellere 
und am Anfang gréBere Pigmentbildung als kiirzere Belichtungszeit 
mit starker Lichtintensitaét. Das Maximum der Pigmentbildung wurde 
bei 9 bis 13 Stunden taglicher Belichtung erhalten. Nach 22tagiger 
Versuchszeit waren indessen die Pigmentmengen, berechnet auf lOO gem 
Blattfliche, im grofen ganzen dieselben in allen Versuchsreihen. 

5. Im Dunkeln werden in Blattern von Riiben, Narzissen und 
Hyazinzhen relativ grobe Mengen Carotinoide gebildet, Chlorophyll 
konnte aber nicht nachgewiesen werden. Der Xanthophyllgehalt 
iiberwog auBerdem bei den Riiben. Keimpflanzen von Hafer und Kresse, 
die im Dunkeln getrieben waren, enthielten nur unbedeutende Mengen 
Carotin, dagegen mehr Xanthophyll. 

6. Die Farbstoffbildung in Bliiten von Tulpen war dieselbe sowohl 
in Pflanzen, die im Dunkeln als auch im Licht getrieben waren. Dies 
gilt sowohl fiir die Carotinoide als auch fiir die Anthocyane. 

Aus den beiden letzteren Punkten geht also hervor, daB sowohl 
Carotin als auch Xanthophyll in Blattern und Bliiten von Pflanzen 
vorkommen, die nur im Dunkeln getrieben sind. Die Bildung dieser 
beiden Pigmente geschieht also nicht wie bei der Chlorophyllsynthese 
nur in Gegenwart von Licht, auch wenn deren Menge in belichteten 
Pflanzen bedeutend gréBer ist. Das letztere Verhalten kann indessen 


auf der gesteigerten Assimilation und Stoffumsetzung in der Pflanze bei 
Belichtung beruhen. 











Uber den Einflu6b der intravenédsen Thyroxininjektion auf den 


Blutjodspiegel und die Harnjodausscheidung bei Menschen. 
Von 
Jens Bee, Oslo, und A. Whadyslaw Elmer, Lwow. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo. Norwegen.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In den bisherigen Untersuchungen wurde hauptsichlich der Einflub 
des anorganischen Jods [Feiss (1), Marine und Rogoff (2), Cobet (3), 
van Dyke (4), Veil und Sturm (5), Scharrer und Schwaibold (6) u. a.j, nur 
teilweise aber der des organischen Jods in Form von Thyreoidin (Veil 
und Sturm) oder Thyroxin [Krayer (7), Asimow und Estrin (11)| auf 
den Jodgehalt der tierischen Gewebe, Sekrete und Exkrete beriick- 
sichtigt. 

Da unseres Wissens in der uns zugainglichen Literatur keine An- 
gaben iiber Anderungen des Jodspiegels im Blut und im Harn nach 
intravenéser Thyroxineinspritzung bei Menschen zu finden sind, haben 
wir in unseren Selbstversuchen diese Verhiltnisse verfolgt. 

Die Versuchsanordnung wurde in der Weise durehgefiihrt, dab 
nach einer zweiwéchigen, ziemlich jodkonstanten Diaét der Jodgehalt 
im Blut und im Harn bestimmt wurde. Fiir unsere Jodbestimmungen 
benutzen wir das durch Lunde, Closs und Boe (8) modifizierte 
Mikrojodverfahren nach Chatin-Fellenberg, wo jedoch bei der Titration 
und Kolorimetrie nach der Reithschen (9) Methode verfahren wurde. 
Bei der Bestimmung der alkoholléslichen und unléslichen Blutjod- 
komponente bedienten wir uns der Trennungsmethode nach Lunde 
und Closs (10). Der Blut-jodspiegel bewegte sich in normalen Grenzen 
(etwa 12 y-%,), die Harn-jodausscheidung schwankte in den den 
Versuchen vorangehenden letzten zwei Tagen zwischen 53 bis 62 y in 
24 Stunden. 

Am Versuchstage wurden nach Blutentnahme und Harnabgabe 


von den letzten 12 Stunden (Nachtportion) 2mg Thyroxin, nach 
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unserer Analyse von 1200 y Jodgehalt (Firma Hoffmann La Roche), in 
dem wir kein organisches Jod nachweisen konnten, intravenés niichtern 
eingespritzt und nachher Blut und Harn in Zeitintervallen, wie Ta- 
belle I und II zeigen, auf Jodgehalt untersucht. Zwecks guter Diurese 
wurden stiindlich etwa 200ccm Wasser gereicht. Die Blase wurde 
jedesmal spontan so vollstandig wie méglich entleert. 


Tabeile I (Versuch 1). 


Der Einflu8 der intravenésen Thyroxininjektion auf das Gesamtjod und die 
Jodkomponente im Blute. 





Datum Zeit Gesamtjod = Jod in 7-%) 
1981 Min. y-%Jo alkoholliéslich alkoholunloslich 
1. VII. nichtern 12 9.75 2,0 
Etwa 2mg Thyroxin intravenés (1200 y Jod) 
30 28 10,0 18,0 
60 20 
105 16 
' 150 15 11,0 3.0 
2. VII. niichtern 24 Std. 14 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, zeigt der Blut-jodspiegel, wie zu 
erwarten, schon in der ersten Blutprobe, nach !/, Stunde sein Maximum, 
ist nach 1 Stunde bedeutend heruntergegangen, um nach etwa 2 Stunden 
fast zur Norm zuriickzukehren. Wie zu erwarten war, zeigt diese 
Blutjodkurve nach intravenéser Thyroxineinspritzung, gegeniiber den 
peroralen Thyroidinversuchen von Veil und Sturm, einen abweichenden 
Verlauf. Nach peroraler Thyroidinzufuhr ist der Beginn des Jod- 
anstiegs triger, und der stairkste Jodanstieg tritt erst nach etwa 
2 Stunden auf, also zu einer Zeit, in welcher nach intravenéser Dar- 
reichung die Jodkurve schon fallt. Unaufgeklart jedoch bleibt die 
Frage des Héhepunktes, der unseres Erachtens in der Kurve von Veil 
und Sturm, im Verhaltnis zu 150 y eingefiihrter Jodmenge, zu hoch ist 
(41 y) und sogar unseren maximalen Blutjodwert (28 y) nach intra- 
vendser Zufuhr von 2 mg Thyroxin (etwa 1200 y Jod) iibertrifft. Solche 
prozentuale Jodkonzentration miiBte dann etwa 2000 y Jod im ganzen 
Blutkreislauf entsprechen, und soviel haben Veil und Sturm in den 
Organismus nicht eingefiihrt. Nach einer peroralen Jodzufuhr von 
150 y ware ein bedeutend kleinerer Jodanstieg im Blute zu erwarten, 
es miiBte denn aus den Depots des Organismus gleichzeitig Jod in 
die Zirkulation tibergegangen sein. 


Wir haben auch in einigen wenigen Analysen das Verhalten der 
alkoholléslichen und alkoholunléslichen Komponente verfolgt. Nach 
1/, Stunde haben wir im Blute eine erhebliche Erhéhung der alkohol- 
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Tabelle II (Versuch 1). Der FKinflu8 der intravenésen Thyroxininjektion 


(2 mg) auf die Harn-jodausscheidung. 





Datum 


1931 


1. VIL. 


P Jod in der Gesamt- 
Zeit Harnmenge Jod haramenge 


Min. ecm 7-°/o y- 


Etwa 2 mg Thyroxin intravendés 


30 65 15,2 9.9 
60 200 23.6 47,2 
105 400 10,8 43,2 
150 240 6,2 12.5 
270 430 1,8 7,75 


Tabelle III (Versuch 2). Der Einflu8 der intravenésen Thyroxininjektion 


(2 mg) auf die Harn-jodausscheidung. 





Datum 
1931 
23. VI. 
24. VI. 
25. VI. 
26. VI. 
27. VI 





Jod in der Gesamt- 


Zeit Harnmenge Jod harnmenge 
Std. ecm y-9 ? 
24 607 10,2 61,9 
24 850 6,2 52,6 
Etwa 2mg Thyroxin intravends (1200 y Jod) 
1 95 79,9 75,9 
2 262 18,0 42.2 
3 723 3,48 25.2 
4 255 1,20 3.66 
6 355 0,80 2,84 
Ss 196 2.80 5.48 
10 108 1,30 5.61 
12 175 2.40 3,20 
Zus. in 12 Std.: 2158 163.9 
21 427 11,80 49,97 
24 130 2.80 3.64 
Zus. in 24 Std.: 2715 217,51 
24 1000 5.6 56.0 


Abb. 1. 


Der Einflu6B der intravenisen 
Thyroxininjektion auf den 
Gesamtjodgehalt im Blut 


und Harn. 





| 
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unléslichen Komponente festgestellt, wahrend sich die alkohollésliche 
Komponente nur sehr wenig gedindert hatte. Diese Beobachtung 
diirfte —- wenn die analytischen Resultate iiberhaupt zahlreich genug 
sind, um Schliisse zu erlauben — andeuten, daB das eingespritzte 
Thyroxin im Blute nicht unter Abgabe von anorganischem Jod ge- 
spalten wird. 

Dem Blutversuch ahnliche Verhaltnisse haben wir im Harn beob- 
achtet, wo die Jodausscheidung sich in der ersten Stunde am starksten 
auspragte und schon nach etwa 2 bis 3 Stunden sich stark verminderte 
(s. Tabelle II). Die Jodkurven im Blute und im Harn verlaufen also 
ziemlich parallel. 

Es ist bemerkenswert, daB nach intravenéser Thyroxineinspritzung 
von 1200 y Jod, im starken Gegensatz zu der viel gréBeren Harn-jod- 
ausscheidung nach anorganischer Joddarreichung, sei es auf peroralem 
oder intravenédsem Wege, nur ein Bruchteil (225 y in 24 Stunden, also 
etwa 18°) des eingefiihrten Jods die Nieren passiert. In dieser Hinsicht 
befinden wir uns in Ubereinstimmung mit Krayer, der seine Thyroxin- 
untersuchungen an Ratten durchgefiihrt hatte. Ein viel gréBerer Jod- 
anteil wird durch andere Gewebe aufgenommen, und zwar nach AKrayer 
hauptsichlich duych die Leber, welche das Jod in der Galle in den 
Darmkanal ableitet, von wo es mit dem Kote teilweise ausgeschieden 
wird. (Diese Resultate sind kiirzlich von G. Asimow und E. Estrin 
bestatigt worden. Verfasser haben nach Fitterung von getrockneter 
Schilddriise an Hunden gefunden, daB das Jod gleichzeitig durch Harn 
und Galle ausgeschieden wird, und zwar im Verhaltnis 20:1. Bei 
gleichen Versuchen mit Thyroxin wird das Verhaltnis Harnjod zu 
Gallenjod ungefahr 1:1.  Gegeniiber der linger andauernden (bis 
5 Tage) Kot-jodausscheidung (Krayer) beobachten Asimow und Estrin, 
daB alles Jod (Thyroxinversuche) in 24 Stunden ausgeschieden wird. 
In unseren Versuchen ist die Jodausscheidung im Harn nach 24 Stunden 
vollkommen beendigt. 

Die Frage, ob nach Thyroxin-verabreichung auch Jodaufnahme 
durch die Thyreoidea stattfindet, wie es nach anorganischer Jod- 
darreichung durch Feiss, Marine und Rogoff an Hunden festgestellt 
wurde, bleibt noch offen. Nach Krayer soll eine Zunahme des Jod- 
gehalts in der Schilddriise in den ersten 5 Stunden nach Thyroxin- 
einspritzung nicht nachweisbar sein. Doch haben Asimow, Estrin und 
Miletzkaja (12) nach einmaliger Darreichung von Schilddriisensubstanz 
an Hiihnern Jodanreicherung (als aktives Thyroxin) in Thyroidea, 
Niere, Leber usw. festgestellt. 


Diese Arbeit wurde auf Veranlassung von Prof. Dr. med. Klaus Hansen, 
Direktor des Pharmakologischen Instituts, dem wir fiir bereitwillige Unter- 
stiitzung und wertvollen Rat zu Dank verpflichtet sind, ausgefiihrt. 
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Zusammenfassung. 

Nach intravenéser Thyroxininjektion (2 mg) bei Menschen wird 
bei der Mikrojodbestimmung im Blut und Harn festgestellt : 

1. Der Blut-jodspiegel erreicht schon nach etwa 2 Stunden fast 
die normale Héhe. 

2. Die Erhéhung des Blut-jodspiegels beruht auf einer VergréBerung 
der alkoholunléslichen Komponente, wahrend sich die alkohollésliche 
Komponente im Verlauf des ganzen Versuchs nur wenig andert. 

3. Nur etwa ein Fiinftel des eingespritzten Jods wird durch die 
Niere ausgeschieden. 

4. Die Jodausscheidung im Harn ist schon nach 24 Stunden 
vollkkommen beendigt. 
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I. Allgemeiner Teil. 


In einer vorangehenden Arbeit (1) aus diesem Laboratorium wurde 
an dem Beispiel der tierischen Zellproteinase (Kathepsin) unter Be- 
nutzung der nephelometrischen Analyse gezeigt, daB Schwermetallsalze 
auf proteolytische Vorgange nicht immer im Sinne einer Hemmung, 
sondern auch férdernd einwirken kénnen. Wahrend jedoch in der 
genannten Arbeit kurz von der Wirkung der betreffenden Metallionen 
(z. B. Hg, Zn, Cu, Fe usw.) gesprochen wurde, soll im folgenden gezeigt 
werden, da eine solche Ausdrucksweise die Tatsachen nicht erschépft. 
Es kann vielmehr vorkommen, da ein und das gleiche Metallatom 
je nach der Art seiner Bindung oder seines Zustandes bald eine hemmende, 
bald eine férdernde oder gar keine Wirkung besitzt. Es kann nicht 
einmal gesagt werden, daB z. B. alle untersuchten Ferriverbindungen 
einerseits und die Ferroverbindungen andererseits unter sich gleich- 
sinnig wirken. Bei beiden Oxydationsstufen gibt es vielmehr hemmende 
und férdernde Konstellationen. 


Bei den nephelometrischen Versuchen diente wiederum der Abbau 
von geléstem OrganeiweiB durch die eigene Gewebsproteinase (Glycerin- 
auszug aus Kalbsmilz) als Versuchvobjekt, da wir den Eindruck ge- 
wannen, daB die Erscheinungen hier'‘besonders deutlich und gut repro- 
duzierbar sind. Jedoch werden auch einige Beispiele angefiihrt, in denen 
der Abbau von Gelatine durch Trypsin mit Hilfe der Linderstrém-Lang- 
Titration der frei gelegten N H,-Gruppen unter dem EinfluB von Schwer- 
metallen verfolgt wurde. Dabei zeigt sich, da die beobachteten 
Aktivierungs- und Hemmungseffekte auch an diesem Objekt demon- 
striert werden kénnen; doch legt diese Methodik eine Beschrinkung in 
der Auswahl der Metallkomplexe auf und schlieBt gerade die am meisten 
interessierenden wegen ihrer starken Eigenfarbe aus. 


Die Anwendung von Methoden, die das Auftreten von Spalt- 
produkten messen, auf die Untersuchung der echten Proteinasen fiihrt 
nur zu relativ kleinen Gesamtausschliagen, wenn man sich auf die Ver- 
folgung der ersten Phase des Angriffs beschranken mub. Hierdurch 
wird die Erkennung eines Effektes von z. B. — 20°% 
und unsicher. Zudem sind diese Methoden, wenn nicht mit weitgehend 
gereinigten Enzympriparaten gearbeitet wird, nicht eindeutig hin- 


noch oft schwierig 


sichtlich des gemessenen Vorganges: Eine Zunahme von Amino- oder 
Carboxylgruppen kann sowohl anzeigen, daB einige wenige Eiweib- 
molekiile in viele kleine Bruchstiicke zerlegt worden sind, wie auch, 
daB eine gréBere Zahl von Proteinmolekiilen in verhaltnismaBig wenige 
aber gréBere Stiicke gespalten worden sind. Deshalb ist erst kiirzlich 
von Grassmann (2) anerkannt worden, daB bei proteolytischen Vor- 
gingen, bei denen relativ erhebliche physikalische Zustandsinderungen 
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von nur geringfiigigen chemischen Anderungen begleitet sind, die 
physikalischen, besonders die optischen Methoden den rein chemischen 
Methoden iiberlegen sind. Bei der von uns angewandten nephelo- 
metrischen Methodik wird eindeutig lediglich das Verschwinden des 
intakten, genuinen EiweiBmolekiils gemessen; jede Zweideutigkeit in- 
folge der Wirkung gleichzeitig anwesender niederer Proteasen, die auf 
KiweiBbruchstiicke eingestellt sind, ist ausgeschlossen. 


Ein weiterer Grund, das Kathepsin als Versuchsobjekt zu wahlen, 
war physiologischer Natur: Die sezernierten Enzyme des Verdauungs- 
traktes stehen in so groBer Menge zur Verfiigung, das eine Beeinflussung 
ihrer Aktivitat in gewissen Grenzen ohne physiologische Konsequenz 
bleibt. Sie werden erst im Augenblick ihres Bedarfs, und entsprechend 
dem Bedarf, jeweils produziert. Das Zellkathepsin scheint dagegen 
ubiquitar, nur in beschrinkter und, wie es scheint, annihernd kon- 
stanter Menge vorhanden zu sein. Sein dem jeweiligen Bedarf der 
Zelle angepaBter Einsatz wird auch in vivo wahrscheinlich mit Hilfe 
ahnlicher aktivierender und hemmender Prinzipien reguliert, wie sie 
bei den Versuchen in vitro zur Anwendung gelangen. Trotzdem aus 
friiheren Arbeiten von Aleinmann und Stern (3) und Stern (4) hervor- 
geht, daB auch der Abbau zellfremder EiweiBkérper (Casein, Gelatine, 
Edestin usw.) durch das Kathepsin bequem nephelometrisch verfolgt 
werden kann, haben wir aus solchen physiologischen Erwaigungen 
heraus den Angriff des Kathepsins auf das EigeneiweifS unter dem 
EinfluB verschiedener Zusatzstoffe studiert. Bereits Krebs (5) hat 
darauf hingewiesen, daB z. B. Glutathion und Kupfer (und natiirlich 
auch Hisen) in Konzentrationen im Gewebe vorhanden sind, die sich 
im Experiment als bereits deutlich wirksam erweisen. 


Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter (6) haben die ,,Zookinase‘* der 
tierischen Zellproteinase mit der reduzierten Form des Glutathions 
identifiziert. Grassmann und Mitarbeiter (7) haben den gleichen Nachweis 
fir die ,,Phytokinase“ der Pflanzenproteinase gefiihrt. Im Sinne von 
Krebs (5) wiirde man diese Aktivierung in dem Sinne deuten, daB durch 
den Zusatz von Glutathion, Cystein, H,S, HCN usw. hemmende 
Metallspuren komplex gebunden und in eine unwirksame Form ge- 
bracht werden. Er nimmt also an, daB eine Konkurrenz der Metall- 
ionen um das Enzym und den zugefiihrten Komplexbildner besteht 
und daB das anderweitig komplex gebundene Metall auf das Ferment 
nicht mehr zu wirken vermag!. 


1 Aus einer freundlichst wahrend des Druckes fiir diese Zeitschrift von 
Herrn Dr. H.A. Krebs zuginglich gemachten Arbeit geht hervor, daB 
Krebs seine am Papain mit der Warburgschen Methodik erhobenen Befunde 
auch an den autolytischen Enzymen normaler und pathologischer Gewebe 
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Auf der anderen Seite haben Willstdtter und Grassmann (8) bei der 
Aktivierung des zur Kathepsingruppe gehérigen Papains durch HCN 
die Ansicht ausgesprochen, daB sich die Blausaéure als cofermentartiget 
Koérper mit dem Enzym zu einer Verbindung von erhéhter Wirksamkeit 
und erweiterter Spezifitat vereinige. Diese Auffassung erhalt eine 
Stiitze durch ihre Beobachtung, das nach der Zugabe des Aktivators 
eine bestimmte Zeit verstreichen mub, bis die maximale Wirkung er- 
reicht wird. Dieser Vorgang stinde in Parallele zu der Aktivierung 
des Trypsins durch Enterokinase. 

Kine Entscheidung zwischen diesen beiden Theorien ist noch nicht 
zu treffen. Auf Grund unserer Ergebnisse méchten wir uns zunachst 
der noch abwartenden Haltung von Waldschmidt-Leitz (6) (9) und von 
Grassmann (2) anschlieBen. Es soll nur angedeutet werden, daB fiir 
eine Regulation in der Zelle nicht nur ein Antagonismus zwischen 
Metall (z. B. Kupfer) und Komplexbildner (z. B. Glutathion, Cystein, 
Pyrophosphat), sondern auch ein Antagonismus zwischen zwei ent- 
gegengesetzt wirkenden Metallen (z. B. Kupfer und Eisen) und endlich 
zwischen verschiedenen Bindungsformen des gleichen Metalls (eventuell 
sogar in der gleichen Oxydationsstufe) in Betracht zu ziehen ist. So 
wirkt z. B. unter den Ferriverbindungen Ferritartrat sehr stark hemmend, 
wahrend Ferriammoniumsulfat betrachtlich aktiviert; oder, um zwei 
Ferrokomplexe gegeniiberzustellen: Ferrocyanid hemmt, Tridipyridyl- 
ferrosulfat fordert stark. 

Der nachstliegende Gedanke bei der Suche nach einer Erklarung 
fir die beobachteten Effekte ware wohl, daB das Metall eine Komplex- 
bindung entweder mit dem Ferment oder Substrat eingeht und hierdurch 
entweder die Affinitét zwischen Enzym und Substrat oder die Zerfalls- 
konstante der Enzymsubstratverbindung beeinfluBt wird. Folgende 
Uberlegung macht dies unwahrscheinlich: Einige der angewandten 
Komplexe sind auBerordentlich feste Verbindungen. Mit Absicht haben 
wir solche Komplexe bevorzugt, die das Metall so fest gebunden ent- 
halten, daB man unter den gewahlten Versuchsbedingungen praktisch 
keine Dissoziation in ihre Komponenten anzunehmen hat. So ist 


bestatigt findet. Hierbei bediente er sich der neuen Anordnung von van Slyke 
zur manometrischen Bestimmung des Aminostickstoffs. Auch Arebs findet 
Aktivierungseffekte durch Ferro- (und Stanno-)salz. Er erklart sie durch 
die Annahme, da®B diese Salze Sulfidgruppen in den Extrakten (oxydierte 
Stufe des Glutathions) zu aktivierenden Sulfhydrylgruppen reduzieren. 
Da®B diese Auslegung der Aktivierungseffekte durch Metalle (und Metall- 
komplexe) sicher nicht auf alle Aktivierungsmechanismen anwendbar ist, 
zeigen die Versuche der vorliegenden Arbeit, in denen auch bestimmt nicht 
reduzierend wirkende Verbindungen (z. B. Ferriammoniumsulfat, Tri 
dipyridylferrosulfat usw.) die Kathepsinwirkung zu steigern vermégen. 


13* 
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beispielsweise Ferricyankalium, ebenso Ferrocyankalium', ferner der 
Ferrokomplex des «, «’-Dipyridyl (11) und der Ferrikomplex des 
Acetylacetons so fest, dab ein Zusatz von ziemlich viel Natronlauge zu 
ihren Lésungen keine Aufspaltung bewirkt. Der Grad der Dissoziation 
eines Metallkomplexes in seine Komponenten haingt aus Griinden, die 
von Michaelis und Friedheim (12) an anderer Stelle erértert wurden, 
vom px ab. Bei schwacheren Komplexbildnern, wie z. B. Salicylsdure, 
sogar bei Pyrophosphorsaure, ist die Existenzfaihigkeit des Komplexes 
auf ein gewisses pu-Bereich beschrankt. Wenn das fiir die Existenz 
des Komplexes giinstige pxu-Bereich nach der sauren oder nach der 
alkalischen Seite wesentlich iiberschritten wird, so zerfallen solche 
Komplexe in ihre Komponenten. Je fester aber die Komplexbildung 
ist, um so geringer ist der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
auf den Zerfall. So zerfallt z. B. der Hexacyankomplex oder der Tri- 
dipyridylkomplex des Eisens noch nicht einmal bei py 13 bis 14. 


Wenn wir demnach finden, daB Kathepsin bei pu 4 durch den 
Dipyridyleisenkomplex aktiviert wird, so kann man hier nicht an- 
nehmen, daB etwa das Enzym infolge seiner Affinitaét zum Eisen dieses 
aus dem Komplex herauszieht, um sich mit ihm selber komplex zu 
verbinden. (Nicht einmal KCN ist dazu befaihigt, ausgenommen bei 
sehr groBem Uberschu8 und langer Einwirkung.) Es mu8 vielmehr 
die beobachtete Wirkung dem Komplex als Ganzem zugeschrieben 
werden. Man bedenke, daf sowohl bei dem Cyankomplex wie auch 
bei dem Dipyridylkomplex alle sechs Koordinationsplitze des zentralen 
Kisenatoms besetzt sind. Es gibt keine offenen Koordinationsstellen 
um das Fe-Atom, an welche sich das Ferment oder das Substrat an- 
lagern kénnte, wie dies z. B. bei dem koordinativ nicht véllig ge- 
sittigten Haimoglobin méglich ist, in welches O,, CO und andere 
koordinativ bindungsfaihige Gruppen leicht eintreten kénnen. Der hier 
wirksame Bestandteil ist daher das ganze komplexe Ion, und zwar ein 
Anion im Beispiel des Ferrocyankaliums, ein Kation im Falle des 
Tridipyridylferrosulfats. 

Es lage nun nahe, die gegensitzliche Wirkung verschiedener 
Komplexe des gleichen Metalles damit zu erkliren, daB es in einigen 
Fallen als polyvalentes Kation, in anderen als polyvalentes Anion 
vorliegt®. Aber auch dies trifft nicht zu: Sowohl unter den Kationen 


! Im Dunkeln; im Licht scheint der Komplex nicht ganz so fest zu 
sein, aber immerhin noch relativ recht besténdig [s. dazu Haber (10)}. 

2 Siehe dazu die Ausfiihrungen von Vonk u. Wolvekamp (Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 182, 175, 1929), die fanden, daB ein polyvalentes Anion 
(geliefert vom Kaliumferrocyanid) und ein organisches Anion (das Tauro- 
cholation) imstande sind, die Wirksamkeit des kinasierten Trypsins bei 
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wie unter den Anionen finden sich hemmende und férdernde. So wirkt 
z. B. das komplexe Kation des Tridipyridylferrosulfats foérdernd, aber 
auch das Anion des Nitroprussidnatriums wirkt férdernd, waihrend das- 
jenige des Acetylacetonats hemmt. 

So sehen wir, da noch keine verbindende Idee fiir die Deutung 
der Befunde vorhanden ist. 

Die GréBenordnung des Effekts ist bei den verschiedenen Kom- 
plexen des gleichen Metalls ganz verschieden. Wird beispielsweise 
die Aktivitat der gleichen Enzymmenge unter dem EinfluB der gleichen 
Eisenmenge in verschiedener Bindung verglichen, so findet man erstens 
Komplexe, die ohne jeden EinfluB sind, wie z. B. Ferropicolinat und 
Pentacyano-aquo-ferroat; unter den férdernden findet man alle Uber- 
gange zwischen schwach férdernden, wie Pentacyano-aquo-ferriat, und 
solchen, die mehr als eine Verdoppelung der Substratspaltung bewirken, 
wie T'ridipyridylferrosuljat. Bei den hemmenden finden sich ebenfalls 
schwach wirkende, wie Kaliumferricyanid, und vollig vergiftende 
Komplexe, wie Acetylaceton-ferriat. 

Ein vorlaufiger Vorschlag fiir eine theoretische Deutung ware 
folgender: Es wurde vor langerer Zeit von Michaelis und Rona (13) ge- 
zeigt, da} der isoelektrische Punkt von EiweiB, definiert durch diejenige 
Wasserstoffionenkonzentrationen, bei der das EiweiSmolekiil im elektri- 
schen Felde nicht wandert und ein Optimum der Flockung zeigt, durch 
Zusatz fremder Ionen verschoben wird. Diese Erscheinung ist in einer 
Reihe von Arbeiten von Labes (14) naher verfolgt worden, und wurde 
neuerdings von Jto (15) mit Hilfe der Kataphoresemethode untersucht. 
Daraus scheint hervorzugehen, daB héherwertige lonen, besonders die 
polyvalenten Ionen der Kobaltammoniakkomplexe, von sehr be- 
deutendem EinfluB in dieser Hinsicht sind. Zum Beispiel fand J/to (15), 
daB Hexamminkobaltichlorid in einer Konzentration von 0,0125 n Eier- 
und Serumalbumin umzuladen vermag. So kénnte man vermuten, 
daB im Falle der hier studierten Erscheinungen die meist hochwertigen 
komplexen Ionen einen wesentlichen EinfluB auf den elektrischen 
Ladungszustand von Enzym und Substrat haben. Dieser Einflub 
kénnte vom Standpunkt der Elektrochemie aus als Anderung des 
Dissoziationszustandes oder vom kolloidchemischen Standpunkt etwa 
als Anderung des £-Potentials oder vielleicht auch der Dispersitat 
beschrieben werden. Vermittelst eines solchen Mechanismus kénnte 
die Affinitaét des Enzyms zum Substrat verschoben werden. Diese 
zunachst noch etwas unbestimmte Vorstellung mége weiteren Arbeiten 
als leitende Idee dienen. 
pu 6,2 erheblich zu steigern und damit die geringere Wirkung des Enzyms 


bei diesem pu im Vergleich zum optimalen (py 8) zu kompensieren (Anm. 
bei der Korrektur). 
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Il. Experimenteller Teil. 
A. Nephelometrische Versuche. 
lL. Technik. 

Zur Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Zusatzstoffe 
auf die Aktivitat von Proteinasen auf nephelometrischem Wege wurde 
ebenso wie in der vorangehenden Mitteilung (1) verfahren. Auf diese 
sei daher beztglich der methodischen Einzelheiten verwiesen. Zu 
diesen Versuchen diente bis auf eine Ausnahme Glycerinextrakt aus 
Kalbsmilz als Ferment- und gleichzeitig als Substratlésung. Es wurde 
also die ,,autolytische Reaktion*‘ des Abbaues gelésten Gewebseiweibes 
durch die eigene Gewebsproteinase (Kathepsin) bei optimalem px von 4 
in ihrem zeitlichen Verlauf unter dem EinfluB von Metallsalzen, von 
Metallkomplexen und zur Kontrolle von einigen Komplexbildnern 
(ohne das Metall) studiert. Wie in der vorigen Mitteilung gezeigt wurde, 
verhalten sich die Kathepsine der verschiedenen Spezies und in engeren 
Grenzen auch diejenigen der verschiedenen Organe der gleichen Spezies 
gegen gleiche Konzentrationen, z. B. der gleichen Metallsalzlésung, 
nicht einheitlich. Ob dies verschiedene Verhalten auf Verschiedenheiten 
in dem Substrat (also der verschiedenen Gewebsproteine) oder auf eine 
verschiedene Struktur der Enzyme selbst zuriickzufiihren sind, labt 
sich vorliufig noch nicht entscheiden, da bei unserer Anordnung Enzym 
und Substrat untrennbar vergesellschaftet sind. Eben wegen dieser 
oft sehr erheblichen Verschiedenheiten haben auch die hier mitgeteilten 
Ergebnisse und Beobachtungen nur Giiltigkeit fiir das spezielle Versuchs- 
objekt (Kalbsmilzextrakt), das unter anderem auch gewahlt wurde, 
weil es bereits in friiheren ausgedehnten Untersuchungen auf nephelo- 
metrischer Grundlage von Kleinmann und Stern (3) ausschlieBlich 
verwendet worden war. Man darf sagen, daB auf Grund der vorliegenden 
Arbeiten die Gewebsproteinase der Rindermilz als die am eingehendsten 
studierte tierische Gewebsproteinase gelten kann. Beziiglich der Be- 
einflussung dieses Enzyms durch Schwermetallsalze sei nur kurz aus 
der vorigen Arbeit wiederholt, daB seine Aktivitaét gegen das Eigen- 
eiweiB unter den dort beschriebenen Bedingungen durch Kupfersulfat 
um etwa ein Drittel, durch Zink-, Mangan- und Ferrosulfat um beinahe 
das Doppelte erhéht, durch Merkurichlorid in der dort angewandten 
Konzentration um 40°, vermindert wird (Selenit war bei diesem Objekt 
ohne EinfluB). 

Fiir einen Teil der vorliegenden Versuche wurde der gleiche Kalbs- 
milzextrakt (bezeichnet A) benutzt, wie in der zitierten Mitteilung. Fir 
andere Reihen wurde ein frisch bereiteter Extrakt (B) verwendet. Der 
Einflu8 gleicher Metallkonzentrationen auf diese beiden Extrakte wurde 
(vielleicht wegen verschiedener Gehalte an eigenen Metallionen) nicht 
gleich groB gefunden. Wo Vergleiche verschiedener Zusatzstoffe angestellt 
werden, beziehen sie sich deshalb stets auf den gleichen Extrakt. 
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2. Hemmung des Kalbsmilzkathepsins durch Quecksilbersalze 
in verschiedenen Konzentrationen. 

Es war friiher eine Hemmung des Kalbsmilzkathepsins durch 
Mercurichlorid in einer Hg™"-Konzentration von 1,4. 10-' mg/cem 
um etwa 40°, gefunden worden. In der Erwartung, ahnlich wie bei 
den EKulerschen (16) Untersuchungen der Quecksilbervergiftung der 
Saccharase, hierdurch etwas tiber die einem Quecksilberatom aqui- 
valente Enzymmenge zu erfahren, wurden die Hg’-Mengen zwischen 
3,5 und 28.10-* mg /cem variiert. Es wurde jedoch ein je nach dem 
verwendeten Milzextrakt (4 oder B) verschiedenes Ergebnis erhalten: 
Wie aus Abb. 1 ersichtlich, war die durch 7 und 14. 10°? mg com 
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Versuchszett in Min 
Abb. 1 
Hemmung des Kalbsmilzkathepsins durch variierende Quecksilberchloridmengen 
(Versuch Nr. 86.) Nephelometrisch gemessen. 


7 19 


bei Verwendung des Extraktes A erzielte Hemmung im linearen An- 
fangsbereich der Spaltung ungefahr gleich groB. BeiSteigerung der Hg’ - 
Menge auf 28. 10-2? mg/ecm war dann die Hemmung doppelt so grob 
wie bei den beiden vorgenannten Mengen. Wurde dagegen mit Milz- 
extrakt B gearbeitet, so war zunichst bei einer Hg ’-Konzentration von 
3,5. 10-2 mg/ecem noch keine Beeinflussung des Enzyms festzustellen. 
Bei 7. 10-2? mg/cem war eine schwache aber deutliche Hemmung ein- 


getreten, die sich bei einer Konzentration von 14 . 10-* mg/ccm etwas 
verstirkte. Bei 28 . 10-* mg Hg” pro Kubikzentimeter verlief die Kurve 
nicht linear, sondern deutlich gekriimmt, und zwar zunachst oberhalb 
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derjenigen des unbeeinfluBten Enzyms, um sich dann unter die Kurven 
des Enzyms ohne Zusatz sowie der Ansitze mit geringeren Hg’ -Kon- 
zentrationen zu senken. 

Auch bei Heranziehung der Froschleberproteinase, die, wie friiher 
gezeigt wurde, besonders stark durch Quecksilberionen gehemmt wird, 
wurden keine eindeutigen Ergebnisse erhalten. Von theoretischen 
SchluBfolgerungen sei deshalb zundchst abgesehen, bis weiteres Material 
vorliegt. Es sei in diesem Zusammenhang nur kurz erwahnt, daB nach 
einigen Versuchen die autolytische Aktivitit des Kalbsmilzkathepsins 
durch Zusatz gréBerer Mengen der eigenen Spaltprodukte nicht gehemmt 
wird. Dies steht in Ubereinstimmung mit gewissen Ertahrungen von 
Rona und Kleinmann (17) bei der nephelometrischen Untersuchung 
peptischer und tryptischer Prozesse. Wichtig und unter Umstanden 
von physiologischer Bedeutung erscheint uns, daB hier ein Beispiel 
eines enzymatischen Prozesses gegeben ist, bei dem unter gleichen 
Bedingungen mit Spuren von Schwermetallen Hemmungen erzielbar 
sind, die bei Gegenwart selbst erheblicher Mengen Spaltprodukte nicht 
beobachtet werden kénnen. 


3. EinfluB von Eisen in verschiedenen Oxydationsstufen und 
verschiedenen Bindungsformen auf Kalbsmilzkathepsin. 
Da8 Ferroion in einer Konzentration von 7.10-? mg/ccm die 

Aktivitat des Kalbsmilzkathepsins unter Umstinden fast um das 

Doppelte zu steigern vermag, wurde bereits in der vorigen Mitteilung 

gezeigt. In der Folge wurde der Effekt der gleichen Fe-Konzentration 

in Form verschiedener Bindungsformen und Oxydationsstufen unter 
sonst identischen Versuchsbedingungen studiert. 

Der dem Eisen in lonenform! iiberlegene Aktivierungseffekt des 
Kisendipyridylkomplexes war, wie im Allgemeinen Teil ausgefiihrt 
wurde, so unerwartet, daB dies Phinomen besonders auf Fehlerquellen 
hin gepriift wurde, die unter Umstanden in der angewandten Methodik 
zu suchen waren. Als Ergebnis dieser Priifungen kann gesagt werden, 
da®B hier nach unserer Ansicht keine nur vorgetéuschte Erscheinung, 
sondern wirklich eine Aktivierung vorliegt. 

Die bei Anwendung der verschiedenen Eisenverbindungen? er- 
haltenen Ergebnisse sind, umgerechnet auf Aktivitaten, in der folgenden 

1 Das Eisen wurde den Spaltungsgemischen in Form von FeSO, als 
lon zugesetzt. Es soll aber nicht behauptet werden, daB es innerhalb des 
protein- und pufferhaltigen Spaltsystems dauernd als freies lon vorhanden 
war. Dies ist im Gegenteil unwahrscheinlich. 

2 Das zu den Versuchen verwendete Dipyridyl sowie der Ferrikomplex 
des Acetylacetons wurde von dem Assistenten der Abteilung, Herrn Dr. 


Mazrwell P. Schubert, die Pentacyano-aquosalze von Herrn Dr. C. V. 
Smythe hergestellt. 
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Tabelle 1 und, in Prozenten der Substrataufspaltung ausgedriickt, in 
Abb. 2 wiedergegeben. 
Tabelle I. 
Effekt verschiedener Eisenverbindungen auf die autolytische Aktivitaét des 
Kathepsins der Kalbsmilz (Extrakt 2). Die unter ,,Aktivitat*’ aufgeftihrten 
Werte sind Verhaltniszahlen, erhalten durch Festsetzung der Aktivitat des 
unbeeinfluBten Enzyms gleich 100° 








Eisenverbindung Aktivitat Eisenverbindung Aktivitat 
Tridipyridylferrosulfat . 219 % Pentacyano-ayq uo-ferroat 102 % 
Ferriammoniumsulfat 191 Ferropicolinat 102 
Nitroprussidnatrium . . 174 Ferrichlorid —. 98 
Ferrosulfat . . eee 163 Kaliumferrocyanid . . 12,7 
Pentacyanoaquoferriat . 144 Acetylaceton-ferriat 3 
Kaliumferricyanid . . . . 105 (Acetylaceton ohne Eisen !) 89,9 
Ferrooxalat . . Sa oer ae 104.5 Ferritartrat . 0 
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Abb. 2. Beeinflussung der Aktivitaét des Kalbsmilzkathepsins durch verschiedene Eisenverbin- 
dungen, die gleiche Mengen Fe enthalten. (Versuche 127 bis 131.) Nephelometrische Analyse. 
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Von den vorstehend aufgefiihrten Verbindungen geben die folgenden 
eine Triibung oder einen Niederschlag mit dem als Substrat dienenden 
EigeneiweiB der Extrakte: Nitroprussidnatrium, Pentacyanoaquo- 
ferriat, Kaliumferricyanid, Pentacyanoaquoferroat, Kaliumferro- 
eyanid, Ferritartrat. Da sich unter diesen Verbindungen sowohl 
fordernde wie hemmende befinden, kann geschlossen werden, daB 
der Aggregatzustand des Substrats keinen entscheidenden EinfluB 
auf die Richtung der beobachteten Effekte hat. 

Wie ersichtlich, kann fiir den stark hemmenden Effekt des Acet yl- 
acetonferriats das Acetylaceton selbst nicht verantwortlich gemacht 
werden, da es in freier Form das Kathepsin nur zu etwa 10°, schadigt. 


3a. Spezielle Versuche mit Tridipyridylferrosulfat. 
Nachdem einmal der aktivierende Effekt dieser Verbindung auf 
Kalbsmilzkathepsin festgestellt war, wurde zunachst die Kinetik der 
autolytischen Reaktion mit und ohne Zusatz des Komplexes, sowie 
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Abb. 3. 
Verlauf der autolytischen Reaktion im Kalbsmilzextrakt A ohne und mit Zusatz von Ferro- 
sulfat, bzw. Tridipyridylferrosulfat, gleiche Fe-Mengen enthaltend. (Versuch 77.) Nephelo- 
metrische Spaltkurven bei 180 Min. Versuchszeit. 
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mit dem Zusatz von Ferrosulfat verglichen. Abb. 3 zeigt den Verlauf 
der nephelometrischen Spaltkurven bei langerer Beobachtungszeit 
(180 Minuten) und die Abb. 4 den Verlauf im Anfangsbereich (Versuchs- 
dauer 30 Minuten). In allen Fallen wurden stetig verlaufende Kurven- 
zuge erhalten, was fiir die Beurteilung des Phinomens nicht ohne 
Bedeutung ist. Auch bei Heranziehung eines anderen Kalbsmilz- 
extraktes wurden ahnliche Kurven gefunden. 





» Ata 
4 


Abb. 4. 


Verlauf der autolytischen Reaktion im Kalbsmilzextrakt A ohne und mit Zusatz von Ferro 
sulfat, bzw. Tridipyridylferrosulfat, gleiche Fe-Mengen enthaltend. (Versuch 79.) Nephelo- 
metrische Spaltkurven bei 30 Min. Versuchsdauer. 


In einer weiteren Reihe wurden die Ferrosulfat- und Fe-Dipyridyl- 
mengen derart variiert, da jedem Spaltansatz mit einer bestimmten 
Ferrosulfatmenge ein anderer mit der gleichen Fe-Menge, jedoch in 
Form des Dipyridylkomplexes entsprach. Das Ergebnis zeigt Abb. 5. 
Aus ihr geht hervor, daB die mit den verschiedenen Ferrosulfatmengen 
erzielten Aktivierungsausschlage stets unter den entsprechenden 
Werten fiir den Komplex lagen. 

DaB die Dipyridylkomponente des Komplexes nicht fiir den Effekt 
verantwortlich zu machen ist, zeigte ein Versuch, bei dem zu einem 
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Spaltansatz reines Dipyridy! in einer der angewandten Komplexmenge 
aiquivalenten Menge zugesetzt wurde. Hierbei wurde sogar eine leichte 
Hemmung der autolytischen Reaktion durch das Dipyridyl gefunden. 

Eine weitere Méglichkeit war, daB das Substrat (Eigeneiweib) 
durch den Zusatz des Komplexes in einer Weise verandert wurde, daB 
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Abb. 5 


Effekt der gleichen Eisenmengen in Form von Ferrosulfat und yon Tridipyridylferrosulfat 
auf die Autolyse des Kalbsmilzextraktes 4. (Versuch 75.) Nephelometrisch analysiert. 


sich die Intensitaét der nephelometrischen Triibungsreaktion mit Sulfo- 
salicylsaure unter Vortéuschung einer Aktivierung andert. Da fiir 
eine derartige Priifung das EigeneiweiB der Extrakte infolge seiner 


untrennbaren Verbundenheit mit dem Enzym nicht verfiigbar war, 
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wurde zur Orientierung die Triibungsreaktion des Serumalbumins mit 
Sulfosalicylséure herangezogen. 


Versuchsprotokoll, Nr. 141, 11. Mai 1931. 


Priifung, ob Tridipyridylsulfat unter den iiblichen Versuchsbedingungen die 
Triibungsreaktion von Serumalbumin mit Sulfosalicylsaure beeinfluBt. 


.Spaltansatze“*, Nr. 1: 28ceem m/15 Acetatpuffer (pH 4) werden in 
einen MeBzylinder gegeben. Es werden 10 cem fiir zwei ,,.Nullabnahmen* 
zu je 4,5cem entnommen, der restliche Kubikzentimeter wird verworfen. 
Zu den verbliebenen 18 cem werden 2 cem einer etwa 0,5°,igen Serum- 
albuminlésung pipettiert. 


Nr. 2: 28 cem Puffer + 30 mg kristallisiertes Tridipyridylsulfat. Weiter 
wie unter Nr. 1 verfahren. 

Die ,,Spaltansatze** und ,.Nullabnahmen‘* wurden ohne Toluolzusatz 
35 Minuten bei 36°C gehalten. 


Analyse: 5eem n/20 NaOH + 5cem Entnahme (bzw. 4,5 cem Null- 
abnahme + 0,5cem der Albuminlésung) + 5cem HCl (25°,) 7 ccm 
Sulfosalicylsaure (20°,ig). AnschlieBend Messung im Kleinmannschen 


Nephelometer. 


Ergebnis am Nephelometer: 





Ablesungen 


Bezeichnung der Ansitze 


0 Min 35 Min 
mm mm 
I. Ohne Zusatz. ..... ‘ ; 20 20,8 
20,4 20,2 
II. 30mg Fe-Dipyridyl .. . a e ata 20 21,1 
21 21,3 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB die Intensitat der Triibungs- 
1eaktion von Serumaibumin mit Sulfosalicylsaure bei Nachahmung der 
iiblichen Versuchsbedingungen durch Tridipyridylsulfat nicht beein- 
fluBt wird. 


Um die gleiche Fehlerméglichkeit auch bei unserem Hauptobjekt, 
dem Kalbsmilzextrakt, praktisch ausschlieBen zu kénnen, wurde derart 
verfahren, daB im Nephelometer ein Spaltgemisch ohne Komplexzusatz 
erstens mit einem Spaltansatz verglichen wurde, dem zu Beginn der 
Versuchszeit Komplex zugefiigt worden war und zweitens mit einem 
Ansatz, dem erst unmittelbar vor der Probeentnahme fiir die nephelo- 
metrische Analyse die gleiche Komplexmenge zugesetzt wurde. 


Versuchsprotokoll, Nr. 140, 9. Mai 1931. 


Priifung, ob die Zugabe von Tridipyridylferrosulfat unmittelbar vor der 
Analyse den Spaltwert bei der Kalbsmilzextrakt-b-Autolyse beeinflubt. 
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Spaltansdtze + 
Spaltungsansitze 
I. Il. Ill. 
23cem m/15 Acetat- 23cem m/15 Acetat- 
puffer, py 4 puffer, px 4 
+ 5 Komplexlsg. 5 , Aq. dest. 
28 com 28 cem 
10 , fir Null- 10 , fir Null- 
abnahmen albnahmen 
ISccem 18 cem 14,79 cem Puffer 
2 , MilzextraktB + 2 , MilzextraktB 2,0 Milzextrakt B 
1:3 verdiinnt 1:3 verdinnt 1:3 verdinnt 
20 cem 20 com 16,79 eem 
Vor der} 


3,2l1cem Komplexlsg. 


Analyse | 
20,0 com 


Komplexlésung: 70 mg kristallisiert. Tridipyridylferrosulfat in 10 cem 
Aqua dest. 

Analyse: nach 30 Minuten bei 37° 5ccm Entnahme aus den Spalt- 
(bzw. 4,5cem Nullabnahme + 0,5cem Milzextrakt, 1:3. ver- 
5eem n/20 NaOH + 5cem HCl (25% ig) + 7 cem Sulfosalicyl- 


(20% AnschlieBend Messung im Nephelometer. 


geloést. 


ansatzen 
diinnt ) 
séure ig). 


tblesungen am Nephelometer: 





Versuchszeit Spal- 
Bezeichnung der Ansitze © Min. 30 Min tung 
mm mm 9 
: — ¥ . { 20 31,1) a, 2!) ac 
I. Spaltung mit Komplexzusatz - - - +--+ - +) 49 32° | 31,6 36,7 
, ‘ ; {| 20 26,4) « 9% 
II. Spaltung obne Zusatz - - © - + © ee ty 90.7 2571 26,0 23 
IIf. Kontrolle: Spaltung ohne Zusatz; Komplex vor 
der Analyse zugesetzt (Hetiatenkmen von I. zur 97,1) 5 
Messung benutzt) - - - Ee piers 7 97'6| 2 27 


daB zwar eine kleinere Ver- 


durch 


Aus diesem Versuch geht hervor, 
anderung der Untersuchungsfliissigkeit Komplexzusatz 
eintritt, diese jedoch nicht die Aktivierung erklairt, die bei Zusatz 
des Komplexes zu Beginn der Versuchszeit gefunden wird. 


den 


4. Beeinflussung des Kalbsmilzkathepsins durch variierende 
Mengen von Zinksulfat und Tridipyridylzinksulfat. 
Wie aus Tabelle Il der vorigen Mitteilung ersichtlich, wurde dort 

gefunden, da das Kathepsin des Kalbsmilzextraktes A durch Zn’ - 


Ionen in einer Konzentration von 8.10-?mg/cem um nahezu das 
Doppelte aktiviert werden kann. 
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Wir priften nunmehr den EinfluB variierender Zn’-Mengen und 
der korrespondierenden Zn-Mengen in Form des Zink-Dipyridy!- 
komplexes auf das gleiche Enzym. Dabei wurde das in Abb. 6 graphisch 
dargestellte Ergebnis erhalten. Auch hier wurde ebenso wie bei den 
entsprechenden Eisenverbindungen gefunden, daB die mit dem Komplex 
erzielbaren Aktivierungseffekte bei kurzer Versuchszeit (30 Min.) stets 
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Abb. 6. 


EinfluB variierender Zinkmengen in Form von Zinksulfat und von Tridipyridylzinksulfat auf 
die autolytische Wirksamkeit des Kalbsmilzkathepsins. (Versuch 76.) 
Nephelometrisch analysiert. 


ein wenig iiber denjenigen lagen, die bei Anwendung des Zinks in iono- 
gener Bindung gefunden wurden. Auf alle Falle wurde die Wirkung 
des Zn niemals dadurch vermindert, daB es komplex an Dipyridy! ge- 
bunden wurde. 

Dieses Ergebnis mit dem farblosen Zink-Dipyridylkomplex stiitzt 
die Befunde am entsprechenden Eisenkomplex, der wegen seiner roten 
Farbung die Messungen am Nephelometer optisch etwas kompliziert. 
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5. Effekt von Kobaltsulfat und Kobalthexamminchlorid. 


Wurde bei sonst gleicher Versuchsanordnung wie in Abschnitt 3 
Kobaltsulfat und Kobalthexamminchlorid (Luteokobaltchlorid) Spalt- 
ansitzen mit Kalbsmilzextrakt B in einer Menge zugesetzt, die den 
Kisenmengen aquivalente Kobaltmengen enthielt, so wurden die Kurven 
der Abb. 7 erhalten. Wird die Aktivitét des unbeeinfluBten Enzyms 
gleich 100°% gesetzt, so ergibt sich als Durchschnittswert fiir die 


38: 70° mG 
| Loftonpler gebundeyy 





Abb. 7 
ao Aktivitat 
‘ des Kalbsmilzkathepsins 
3 . 
Sd unter dem Einfluf der 
Ss . ‘ 
aS gleichen Kobaltmengen, 
G einmal in Form von Kobalt- 
& sulfat und das andere Mal 
y . . 
SS in Form von Hexammin- 
\ 


kobaltchlorid. 
(Versuch 130.) Nephelo- 


metrisch gemessen. 











Spaltung unter EinfluB8 von Kobaltsulfat eine Aktivitét von 124% 
und fiir das Luteokobaltchlorid eine Aktivitaét des Enzyms von 158°,. 

Auch in diesem Beispiel finden wir also, daB ein Schwermetall- 
komplexsalz von groBer Bestaindigkeit unter den Versuchsbedingungen 
das Kathepsin stairker aktiviert als die gleiche Metallmenge in lonen- 
form (das Kobalt ist im Sulfat in der Cobaltoform, im Komplex in 
der Cobaltiform enthalten). 


6. Einflu8B von Komplexbildnern auf die Aktivitat des 
Kalbsmilzkathepsins. 


In den Mitteilungen von Kleinmann und Stern (3) wurde der 
Effekt von Schwefelwasserstoff und Blauséure auf das Kathepsin der 
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tindermilz im rohen und gereinigten Zustande beschrieben. Als Sub- 
strate wurden dort Gelatine und Casein verwendet, die durch das un- 
gereinigte Enzym bei Zusatz der beiden genannten Komplexbildner 
verstarkt abgebaut wurden. Die dort beschriebenen Effekte waren 
beim Casein viel weniger deutlich als bei Gelatine. 


Wir priiften den Einflu8 von Blausiure, Dipyridyl und Acetyl- 
aceton auf die autolytische Aktivitat des gleichen Enzymes, und finden 
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Abb. 8 

a | Leicht hemmender Effekt 
c | OVE mag Acetylacela? von Acetylaceton, Blau- 
woh 4 LO CCM i i siure und «, @a’-Dipyridyl 
Ss . . 
2 auf die autolytische Wirk- 
S . - 
s samkeit des Kalbsmilz- 
& ' : kathepsins. (Versuche 74 
c 
.. und 130.) Nephelometrisch 
> 

20 bestimmt. 

} 
10 + 
0 CO 3 5 750 16S 
eI IT Mn 


gemaiB der graphischen Zusammenstellung in Abb.8 durch diese 
Komplexbildner in den dort verzeichneten Konzentrationen durchwegs 
eine leichte Hemmung. Jedoch sind die hieriiber vorliegenden Versuche 
nicht zahlreich genug, um irgendwelche SchluBfolgerungen aus diesen 
Beobachtungen zuzulassen. Sie erscheinen uns nur mitteilenswert, 
weil sie zeigen, daB an fremden Substraten gewonnene Ergebnisse nur 
mit Vorbehalt auf physiologische Fragestellungen Anwendung finden 
kénnen. In diesem Zusammenhang sei die kiirzlich von Waldschmidt- 
Leitz (5) (18) und Mitarbeitern fiir die proteolytischen Vorginge in 


Biochemische Zeitschrift Band 240. 


14 
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bésartigen Geschwiilsten und ihren Zusammenhang mit Komplex- 
bildnern (Glutathion) gegebene Theorie genannt !. 


B. Titrimetrische Versuche. 
l. Technik. 


Um die Ergebnisse der nephelometrischen Methodik méglichst 
auch mit einer anderen Methodik zu reproduzieren, wurde eine Reihe 
von Versuchen mit der ‘Titration der Aminogruppen nach Linderstrém- 
Lang (19) angeschlossen. Da bei Verwendung von Kathepsin zu gering- 
fiigige Ausschlige zu erwarten waren, wurde als Versuchsobjekt der 
Abbau von Gelatine durch ein kaufliches, gereinigtes Trypsin-Praparat 
(Trypsin ,,Fairchild’) gewahlt. 


Es wurde dabei derart verfahren, daB z. B. 20 ccm einer frisch be- 
reiteten 4° ,igen Gelatinelésung (bereitet aus pulverisierter Gelatine fiir 
bakteriologische Zwecke) nach Vorwéirmen im Thermostaten bei 36°C 
mit 10 ccm eines ebenfalls vorgewairmten m/15 Phosphatpuffers von px 8, 
in dem 0,1 g Trypsin gelést waren, unter Markieren der Zeit vermischt 
wurde. Vor der Zugabe des Ferments wurde der Substratlésung die Auf- 
lé6sung des gewiinschten Schwermetallsalzes in z. B. 4 cem Wasser bzw. den 
Kontrollen mit unbeeinfluBtem Ferment das gleiche Volumen 4 ccm Aqua 
dest. zugesetzt. Sodann wurde die Aziditaét der Spaltgemische sofort nach 
Enzymzugabe und nach verschiedenen Spaltzeiten in Entnahmen von z. B. 
10 ccm bestimmt, indem diesen in geréumigen Erlenmeyerkolben zunéchst 
3 Tropfen einer 0,1 °,igen Lésung von Naphthylrot in Alkohol zugefiigt und 
sodann bis zum Umschlag in einen gewahlten Rosafarbton unter anteilweiser 
Zugabe von insgesamt 90 cem Aceton mit n/10 alkoholischem HCl titriert 
wurde. Die Zugabe von Aceton erfolgte nach der Vorschrift von Oelkers (20) 
so vorsichtig, daB eine grobe Ausflockung von Gelatine, die erhebliche Fehler 
infolge mechanischen Einschlusses titrierbarer Gruppen verursachen kann, 
vermieden wurde. Es wurde. wenn irgend mdglich, mit Bestimmungs- 
kontrollen gearbeitet, die auf den gleichen Farbton titriert wurden. Um 
die Spaltung in den Entnahmen sofort zu unterbrechen, wurde sogleich 
nach der Probenahme in beide Parallelen auf einmal so viel n/10 HCl (z. B. 
2 cem) zugegeben, daB die Trypsinwirkung momentan unterbrochen wurde. 
Bei Anwendung dieser VorsichtsmaSregel stimmten die Parallelen stets 
gut miteinander iiberein. Wenngleich der Umschlag besser erkennbar 
war, als bei der Titration der COOH-Gruppen nach Willstdtter mit Thymol- 
phthalein als Indikator, sind doch die Titrationswerte nur innerhalb einer 


1 In eingehenden Untersuchungen an normalen und carcinomatésen 
Gewebsextrakten sind inzwischen Kleinmann und Werr (diese Zeitschr. im 
Druck) zu der Ansicht gelangt, daB sich der Begriff der Aktivierung 
des Kathepsins durch Komplexbildner eigentlich nur auf Gelatine als Substrat 
bezieht. Beim Papain hingegen sind von Willsidtter, Grassmann und Ambros 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 286, 307, 1926) auch bei Verwendung 
anderer Substrate (Ovalbumin, Fibrin) Aktivierungseffekte beschrieben 
worden (Anm. bei der Korrektur). 
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Fehlerbreite von + 0,1 ccm als zuverlassig anzusehen. Die Zufiigung der 
benutzten Schwermetallsalze, die sémtlich ungefarbt oder sehr schwach 
gefarbt waren, zu den Spaltungsgemischen verschob zwar die Anfangs 












1" . . | 
punkte der Titrationswerte, beeinfluBte jedoch nicht die Erkennbarkeit 
des Indikatorumschlags. Da nur die Differenzen zwischen Anfangs- und den | 
verschiedenen Zeitintervallwerten fiir das Endresultat von Wichtigkeit 
sind, erwies sich die Methode fiir diese Versuche als brauchbar. Stark 
gefarbte Komplexsalze, wie z. B. das rote Tridipyridylferrosulfat, konnten 
natiirlich bei dieser Methodik nicht in Anwendung kommen. Die Kon 
zentration an Schwermetallsalz wurde entsprechend der weit gréBeren 
Enzym- und Substratmenge auch héher gewahit als bei den nephelo 
metrischen Versuchen. 

2. Effekt von Zink-, Mangan-, Eisen- und Quecksilberionen aut 
die Geschwindigkeit der Spaltung von Gelatine durch Trypsin. 
Der hemmende EinfluB von Zink und Quecksilber auf den Abbau 
von Gelatine durch Trypsin ist in Abb. 9 dargestellt. 
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Abb. 9. 


Hemmung der Gelatinespaltung durch Trypsin unter dem Einfiu®B von Zink und Quecksilber. 
(Versuch 135.) Bestimmt durch Titration nach Linderstrom-Lang. 
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Die mit steigenden Mangan-Salzmengen wachsende Hemmung 
dieses Vorganges zeigt Abb. 10. 


Mh -Zuwachs, ausgearicht in cem G7 n-HCT 
& a) 
Y s 








90 60 120 160 200 240 
Ze/t in Min 
Abb. 10. 


Wachsende Hemmung der tryptischen Gelatine- 

spaltung durch steigende Mengen Mangansulfat. 

(Versuch 136.) Bestimmt durch Titration nach 
Linderstrom-Lang.) 


Abb. 11 veranschaulicht die mit ansteigenden Ferro-Salzmengen 
wachsende Férderung des Prozesses. Nach einigen Versuchen ge- 
wannen wir den Eindruck, da8 die Férderung durch Ferrosulfat 
erstens in den ersten Zeitabschnitten des Versuchs am ausge- 
pragtesten ist (welche Beobachtung fiir eine Aktivierung der ersten 
Abbauphase des Substrats spricht, wie sie ja an einem anderen 
Objekt auf nephelometrischem Wege bereits beobachtet worden 
war), und daB zweitens ein Optimum der Eisenkonzentration vor- 
handen ist, bei dessen Uberschreitung der Aktivierungseffekt wieder 
abnimmt. 
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Abb. ll. 

Wachsende Firderung der tryptischen Gelatinespaltung durch steigende Mengen Ferrosulfat 
(Versuch 137.) Bestimmt durch Titration nach Linderstrém-Lang) 
Versuchsprotokoll, 138. Versuch, 7. Mai 1931. 

Kinflu8 von Ferrosulfat auf die Gelatinespaltung durch Trypsin ,,Fairchild™. 


Spaltungsansdtze : 





Spaltungsansitze 


f. 8 Ill 


40 cem Gelatinelsg. (4%) 40 ccm Gelatinelsg. (4°,,) 40 com Gelatinelsg. (4%) 
+20 , m/15 Phosphat-| +20 , m/15 Phosphat-| +20 , m/15 Phosphat- 


puffer puffer (py5), ent- putfer(p8), ent- 
4 ., Ag. dest. haltend 02g haltend 0,2 ¢ 
64cem Volumen Trypsin Trypsin 
+ 2 , Ag. dest. 4, FeSO,-Losung 
2 FeS 0,-Losung 64ccem Volumen 


64 ccm Volumen 


FeSO,-Lésung: 400mg FeSO,.7H,O gelést in 10cem Aqua dest. 

Analyse: Nach 0,60 und 180 Minuten bei 36°C je zweimal 10 cem aus 

jeder Mischung entnommen + 3 Tropfen 0,1°,ige Naphthylrotlosung 
-90ccem Aceton. Titration mit n/10 alkoholischer Salzsaure. 
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Ergebnisse der Titration (die Zahlen bedeuten Kubikzentimeter n/10 HCl. 





Séureverbrauch 
Bezeichnung der Ansitze . 


nach nach 4 nacl , 
0 Min. 36 Min. Zuwachs 180 M i. Zuwachs 
— ai 6,94 8.9 9,94 
I. Ohne Zusatz 6.89 90 9 88 
Durchschnitt : 6,92 8,95 2,03 9,91 2,99 
p . 6.52 8.9 96 
IT. 25.107} eleem | io oy 
mg Fe cem 6.48 9 94 
Durchschnitt : 6.6 9.0 2,5 95 3.0 
. ‘ co he ae 8,49 9.0 
Il. 5.10-' mg Feecem 6 24 86 9] 
Durchschnitt : 6,21 8,55 2,34 9,05 2.84 


Bei dem gewahlten Versuchs-px von etwa 8 bildet das zugesetzte 
Ferrosulfat mit den Phosphaten des Puffers eine griinliche, kolloide 
bis grobdisperse Triibung. Da Jacobi vor langerer Zeit berichtet 
hat, daB kolloidales Eisenhydrat Trypsin vorwiegend bei schwach 
saurer Reaktion aktiviere, fiir welchen Nachweis er sich einfacher 
Reihenversuche bediente, wurde auch hier der Effekt gleicher Ferro- 
sulfatmengen auf den Gelatineabbau durch Trypsin bei pu etwa 6 
und zum Vergleich bei px 8 gepriift. Das nachstehend gebrachte 

: Protokoll zeigt, daB in der Tat der Aktivierungseffekt bei pu 6 den- 
jenigen bei pu 8 zu tibertreffen scheint, wobei noch zu beriicksichtigen 
ist, daB der absolute Spaltwert im sauren Gebiet, wie zu erwarten, 
erheblich unter demjenigen im optimalen px-Bereich liegt. 


Versuchsprotokoll, 139. Versuch, 8. Mai 1931. 
Effekt der gleichen Mengen Ferrosulfat auf die Gelatinespaltung durch 
‘ Trypsin bei pu 6 und 8. 
Spaltungsansdtze : 





Spaltungsansatze 


Bx I. 
40 ccm Gelatinelésung (4%) 40 cem Gelatinelésung (4%) 
+20 , m/15 Phosphatpuffer, py 8, +20 , m/15 Phosphatpuffer, pq 8, 
enthaltend 0,2 g Trypsin enthaltend 0,2 g Trypsin 
+ 4 , Aq. dest. + 4 , FeSO,-Lésung 
64 ccm Volumen 64 ccm Volumen 
ITl. IV. 
40 cem Gelatinelésung (4%) 40 cem Gelatinelésung (4%) 
+20 , m/15 Phosphatpuffer, pq 5,9, +29 , m/15 Phosphatpuffer, pq 5,9, 
enthaltend 0,2 g¢ Trypsin enthaltend 0,2 g Trypsin 
+ 4 , Aq. dest. + 4 , FeS0,-Lésung 


64 ccm Volumen 64cem Volumen 
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FeSO,-Lésung: 200mg FeSO,.7H,O in 10cem Aqua dest. gelést. 
Analyse: 10 cem fiir jede Bestimmungsparallele aus jedem Ansatz 
nach 40 und 200 Minuten entnommen + 3 Tropfen Indikator + 90 ccm 
Aceton, titriert mit n/10 alkoholischer HCl (Mikrobarette). 
Ergebnisse der Titration (die Zahlen bedeuten Kubikzentimeter 
n/10 HCl). 





Stiureverbrauch 


Bezeichnung der Ansitze nach nach nach 
OMin. | 40 Min, Zuwaechs — 999 yin, Zawachs 
| 6,94 9.0 10,9 
I. py 8, ohne Zusatz é Lie, ; 
| 6,98 8.96 9,96 
Durchsehnitt: 6.96 8.98 2.02 9.98 3,02 
: , l 6.60 8.8 9,7 
II. pa 8, 2,5.10-' mg Fe/cem < 
| 6.56 8.9 9.74 
Durchschnitt : 6,58 8.85 2,27 9,72 3,14 
v { 6,54 7,84 8,96 
III. py 5.9, ohne Zusatz Pi r 
| 6,5 7,88 8.94 
Dutchschnitt: 652 7,86 1,34 8,95 2.43 
5 sad | 6.0 7,65 $23 
IV. pu 5,9, 2,5.10-' mg Fe/eem a 
P : | 5.95 7,72 8.3 
Durchsehnitt: 5,97 7.69 1,72 8,27 2.30 


Zusammenfassung. 


1. In einer vorangehenden Mitteilung, die das Verhalten ver- 
schiedener tierischer Gewebsproteinasen gegen Schwermetallsalze be- 
handelte, war kurz von bestimmten Effekten der. herangezogenen 
Metalle (Cu, Hg, Zn, Mn und Fe) die Rede. In der vorliegenden Arbeit 
wird gezeigt, da die Wirksamkeit des gleichen Metalls abhangig ist 
von seiner Bindungsform. Auf die mégliche physiologische Bedeutung 
fiir den proteolytischen Zellstoffwechsel wird hingewiesen. 

2. Es wurde die Aktivitaét eines bereits studierten Objektes, des 
Kalbsmilzkathepsins, gegen das eigene ExtrakteiweiB unter dem EinfluB 
variierender Quecksilbersalzmengen, weiterhin bei Zusatz von ionogen 
und von komplex gebundenem Zink, Kobalt und besonders von Hisen 
auf nephelometrischem Wege gepriift. Dabei wurde die Beobachtung 
gemacht, daB gewisse, koordinativ gesittigte und sehr feste Komplex- 
verbindungen dieser Metalle, besonders der Zink- und Eisen-Dipyrid yl- 
komplex, die erste Stufe des Abbaues des Substrats starker férdern 


als die gleichen Metalle in Ionenform. 
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3. Unter dreizehn Verbindungen des Eisens in verschiedenen 
Oxydationsstufen und verschiedenen Bindungsformen wurden neben 
stark aktivierenden K6érpern, wie Tridipyridylferrosulfat und Ferri- 
ammoniumsulfat, auch Komplexe (Acetylacetonferriat, Ferritartrat) ge- 
funden, die das Enzym vollstaindig inaktivieren. Dazwischen finden 
sich alle Uberginge. Die Oxydationsstufe des Eisens hat keine ent- 
scheidende Bedeutung. 


4. Mittels einer Anzahl besonders eingerichteter Kontrollversuche 
wird die Annahme, da es sich bei dem als Beispiel gewahlten Effekt des 
Eisen-Dipyridylkomplexes um eine in der angewandten Methodik 
begriindete Tauschung handelt, unwahrscheinlich gemacht. 


5. Um die am Kathepsin erhobenen Befunde wenn méglich an 
einem anderen Enzym zu wiederholen und mit Hilfe einer anderen 
Methode zu bestatigen, wurde der Abbau von Gelatine durch ein aktives 
Trypsinpraparat des Handels (Trypsin ,,Fairchild) mittels der 
Titration der freigelegten Aminogruppen nach Linderstrém-Lang 
unter dem EinfluB8 verschiedener Schwermetallsalze studiert. Dabei 
wurde, wenn beim optimalen py von 8 gearbeitet wurde, eine Hemmung 
des Enzyms durch Zink-, Quecksilber- und Mangansalz, dagegen eine 
Férdgrung durch Ferrosulfat gefunden. Die Aktivierung der tryptischen 
Aktivitat durch Ferrosulfat scheint von der Konzentration des Salzes 
abhangig und in den ersten Stadien der Spaltung am ausgesprochendsten 
zu sein. Dies stiitzt die bei nephelometrischer Analyse erhobenen 
Befunde. In Ubereinstimmung mit Versuchen von Jacoby mit 
kolloidalem Eisenhydrat wird bei px 6 ein stirkerer Aktivierungseffekt 
beobachtet als bei px 8. 


Die Durchfiihrung der Untersuchungen wurde durch ein Stipendium 
erméglicht, das dem einen von uns (Stern) von Herrn Geheimrat Professor 
Dr. C. Duisberg zuerkannt wurde, wofiir ihm auch an dieser Stelle bestens 
gedankt sei. 
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Die Koagulation 
stark solvatisierter Sole mit organischen Stoffen und Salzen. LV. 


Von 


Br. Jirgensons. 


(Aus dem Laboratorium fiir Landwirte und Mediziner der Lettlandischen 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In den friiheren Mitteilungen! wurde iiber die Gesetzmabigkeiten 
berichtet, die man bei der Koagulation einiger stark solvatisierter 
Sole mit organischen Stoffen und Salzen beobachten kann. Von Solen 
wurden verwendet: Eieralbumin, Hamoglobin und Casein, von den 
organischen Stoffen hauptsiachlich die Alkohole (CH,OH, C,H;OH, 
C,H,OH, n und iso, Allylalkohol, Athylenglykol u. a.), dann Aceton, 
Carbamid, die Urethane, Glykokoll u.a. Von Salzen wurden nur die 
neutral reagierenden benutzt, z. B. NaCl, CaCl,, MgCl,, Mg (N0Os)o, 
CaBr, u.a. Die Hauptergebnisse, die in einigen anderen Fallen auch 
von anderen Forschern bestatigt sind?, kann man in der folgenden 
Weise kurz zusammenfassen: 

1. Verwendet man kapillaraktive organische Stoffe und Salze in 
kleinen Konzentrationen, so verlauft die Koagulation rascher als nur mit 
Salzen oder nur mit organischen Stoffen. Dasselbe wurde beobachtet, 
wenn man nur die eine Komponente in groBer Konzentration anwendet. 

2. Koaguliert man stark solvatisierte Sole mit kapillaraktiven organi- 
schen Stoffen und Salzen in grofen Konzentrationen (organische Stoffe 
4 bis 12 Mol im Liter, die Salze 0,1 bis 1,0 und mehr Mol im Liter des 
Koagulationsgemisches), so kann man auch Stabilisation beobachten. Bei 


1 Br. Jirgensons, Kolloidzeitschr. 41, 331, 1927; 42, 59, 1927; 44, 76, 
1928; 46, 114, 1928; 47, 236, 1929; 51, 290, 1930; diese Zeitschr. 198, 109, 
1928; 195, 134, 1928. 

2 K. Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 300, 1903; O. Scarpa, 
Kolloidzeitschr. 15, 8, 1914; J. Loeb, Die EiweiBkérper, 1924; Dokan, 
Kolloidzeitschr. 87, 1925; H. R. Kruyt, ebendaselbst 31, 1922; S. L. Pupko, 
ebendaselbst 49, 150, 1929; 54, 170, 1931; W. A. Dorfman, ebendaselbst 52, 
66, 1930; A. Dumanski, Kolloidchem. Beih. 31, 426, 1930; S.J. Djat- 
schkowsky, Journ. Russ. Phys. Chem. Ges. 62, 1285, 1930; 7. Teorell, 
diese Zeitschr. 229, 1, 1930. 
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groBen Salzkonzentrationen und variierenden Mengen der organischen 
Stoffe kann man Kurven mit einem Sensibilisationsoptimum und Stabili- 
sationsoptimum erhalten. Fiir Stoffe mit kleinerer Dielektrizitatskonstante 
(DK) liegt das Stabilisationsoptimum néher an der Ordinate als fiir Stoffe 
mit gréBerer DK. Die Stabilisation steht in direkter Beziehung zu der 
Salzkonzentration und in umgekehrtem Verhaltnis zu der Konzentration 


des Kolloids (Abb. 1). 





Koagulationsgrad/nach 20 Std) 





Abb. 1. 


3. Kapillarinaktive organische Stoffe wirken meist schwach stabili- 
sierend, oder auch sensibilisierend. Stark stabilisierend wirken die Stoffe, 
die polare Molekiile haben (Aminoessigséure, Carbamid, Acetamid), wobei 
die Stabilisation in direkter Beziehung zu der Salzkonzentration und zu der 
Polaritat der Molekiile steht. 

Es wurde auch versucht, die beobachteten GesetzmaéBigkeiten auf- 
zuklaren. Im Falle der Stabilisation wurde die Bildung von labilen Kom- 
plexen zwischen Micelle, Salz und organischem Stoff angenommen Im 
Falle der Stabilisation bei kapillaraktiven organischen Stoffen spielen die 
von den teilweise dissoziierten Salzmolekiilen gebildeten Salzdipole die 
Hauptrolle. Bei der Stabilisation mit polaren organischen Stoffen ist die 
Polaritét des organischen Stoffes entscheidend; aber auch hier hat die 
Salzkonzentration groBe Bedeutung. 


In der vorliegenden experimentellen Arbeit ist nun die Koagulation 
des Eieralbumins, Caseins (und der Starkesole) mit organischen Stoffen 
und Salzen weiter untersucht worden. Es wurde mit FeCl, AlCl, 
CuCl,, Cu (NO 5)., MnCl,, CoCl,, HgCl,, K,8O4, Na,HPO,, K,Fe(CN), 
und anderen gearbeitet. Von den organischen Stoffen wurden Methyl-, 
Athyl- und Propylalkohol (normaler und iso), Carbamid, Aminoessig- 
siure und dl-x-Amino-propionséiure genommen. 


Die Sole des Eieralbumins wurden durch Lésen einer bestimmten Menge 
gepulverten Eieralbumins von E. Merck in destilliertem Wasser hergestellt. 
Die Lésung wurde filtriert und nachher durch eine Kollodiummembran 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die dabei abgeschiedenen Globulin- 
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flocken wurden abfiltriert. In der Regel wurden nur frisch hergestellte 
0,75- bis 1°, ige Lésungen verwendet. Die Sole des Eieralbumins koagu- 
lierten bei 53° (deutliche Triibung) und hatten die Leitfahigkeit 5. 10-° bis 
6. 10-5 rez. Ohm. Die Caseinsole wurden durch Lésen von einer bestimmten 
Menge Casein nach Hammarsten in 0,02 n NaOH und darauffolgende 


Dialyse hergestellt. Die in einigen Versuchen verwendeten Starkesole 
wurden durch Lésen des Staérkepulvers von E. Merck in heiBem Wasser 
bereitet. Auch die Starkesole wurden nach dem Erkalten filtriert und 


dialysiert. 

Die Koagulation wurde ohne optische Hilfsmittel direkt beobachtet. 
Vergleicht man eine Reihe Koagulationsgemische miteinander (und mit 
einer nichtkoagulierten Standardlésung unter denselben Bedingungen), 
so kann man die verschiedenen Triibungsgrade sehr leicht und eindeutig 
bestimmen. Den Koagulationsgrad kann man durch Kreuze symbolisieren, 
oder wo6rtlich beschreiben. Wegen der Kiirze kann man aber auch kon- 
ventionelle Zahlen verwenden. Die in den Tabellen angegebenen Zahlen 
haben folgende Bedeutung: 





Zahl Kreuzsymbolik Wortliche Beschreitung 
0 0 oder — Klar, keine Koagulation 
1 (+) Kaum wahrnehmbare Triibung, sehr schw. Opaleszenz 
2 + Sehr schwach trib, oder schwache Opaleszenz 
3 (+)+ 
4 1 of Schwach trib 
5 (+)++ 
6 +++ Trab 
7 (F)+++ 
8 ++++4 Stark trib, oder schwach trib und wenig Flocken 
9 (47-4+4++4 
10 ++++-+ Sehr stark trib, oder trib und Flocken 
11 (4)4+4++4++4+ 
12 Vollstandige Koagulation 
Die Flockungsversuche wurden in Reagenzglaésern ausgefiihrt. Es 


wurden immer méglichst gleiche Glaser zu den Reihenversuchen benutzt. 
Auch die Gesamtvolumina der Koagulationsgemische waren in allen Reihen 
die gleichen (12,5cem). In der Regel wurde zuerst die Salzlé6sung und dann 
die Lésung des organischen Stoffes bzw. destilliertes Wasser in eine Reihe 
von Reagenzglasern hineinpipettiert, durch UmgieBen in eine Reihe leerer 
Glaser vermischt, zuletzt das Kolloid hinzugegossen und nochmals ver- 
mischt. Die Reihenversuche wurden so ausgefiihrt, da man immer nur 
die eine Komponente variierte, z. B. bei konstanten anderen Bedingungen 
variierte man die Konzentration des Alkohols. Die in den Tabellen und 
Abbildungen angegebenen Konzentrationen sind die Konzentrationen im 
Liter des Koagulationsgemisches. 


Die Ergebnisse dieser Flockungsversuche fiihrten nun zu mehreren 
neuen Gesetzmafigkeiten. Die Salze mit saurer und ebenso die Salze 
mit basischer Reaktion wirken etwas anders als die friiher untersuchten 
neutral reagierenden Salze. Stabilisation kann man oft auch bei kleinen 
Salzkonzentrationen beobachten. Die Gebiete der kleinen Salzkonzen- 
trationen erwiesen sich als besonders bemerkenswert. Die nahere 
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Untersuchung dieser Tatsachen fiihrte zum wichtigen SchluB, dab 
auch ohne Salzzusatz die Alkohole selbst ein mehr oder weniger scharfes 
Flockungsoptimum aufweisen. 


1. Durch Hydrolyse sauer reagierende Salze. 

Aus den Tabellen] bis IV ist zu ersehen, dab FeCl, und AICI, 
die Koagulation ganz eigenartig beeinflussen. Sehr kleine Konzen- 
trationen der genannten Salze wirken stark flockend und _ sensibili- 
sierend. In mittleren Konzentrationen (m/1000 bis m/10 im Liter) 
werden die Sole stabilisiert. Bei weiterer Erhéhung der Salzkonzen- 
tration wirkt FeCl, wieder sensibilisierend (eine geringe Stabilisation 
wurde nur bei Isopropylalkohol + FeCl, beobachtet), AICl, dagegen 
auch in sehr groBen Konzentrationen meist stabilisierend. Tabelle IV 
und VIII zeigt, daB die Stabilisation besonders stark bei groBen Kon- 
zentrationen des Alkohols ist, wobei die zweite Flockungszone (bei sehr 
groBen Konzentrationen des organischen Stoffes) fehlt. Bemerkenswert 
ist auch die Tatsache, da FeCl, und AlCl, imstande sind, auch im 
Falle der Flockung mit Methylalkohol die Sole zu stabilisieren. 


Tabelle I. 





0,2°% Albumin + CH,OH + FeCl. 

Konzentration —, . 
des Alkohols, Mol im | 0 4,920 9,840 14.760 ni Ee im Liter 
Liter des Gemisches ' des Gemisches 

7 9 12 12 0.0004 
0 0 7 9 0,001 
0 0 0 0 0,004 
‘ ; 0 0 0 0 0 
Koagulation 0 0 0 0 ++ 
h 20 Std 4 104 
a 0 0 4 6 0,1 
8 12 12 12 0,4 
0 4 s 8 Vergleichsreihe 
ohne FeCl, 





Tabelle II. 
0,2°% Albumin + C,H,OH + FeCl,. 





Konzentration I a a 
des Alkohols, Mol im 1 9 3,42 6,84 10,26 Fe Se oe ie Liter 
Liter des Gemisches | | — 

7 8 11 11 0.0004 
0 0 4 & 0,001 
Koagulatior 0 0 4 0 0,004 
H on } 
. ° 0 0 0 0 0,01 
ach 2 
nach 20 Std. 0 0 0 0 0.04 
0 0 4 7 0.1 
8 10 10 10 0.4 
Nach 20 Std. 0 6 4 S Vercleichsreihe 


ohne FeCl, 
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Tabelle Ill. 
0,2°, Albumin + FeCl, + C,H,OH-iso. 








des Aikokols. Mol im \ 0 2.660 5,320 7,980 Fe Cla, Mol wee Liter 
Liter des Gemisches des Gemisches 
6 10 12 12 0,0004 
1 1 4 8 0,001 
0 0 0 0 0,004 
Koagulation : : : : aaa 
nach 20 Std. 0 0 ba - 1 
7 7 0,1 
9 11 10 8 0,4 
0 4 4 5 Vergleichsreihe 
ohne Salz 





Tabelle IV. 
0,2°% Casein + C,H,OH-iso + AlCl.. 





Konzentration | | ous oa saad a AICl,, Mol 
des Alkohols j 0 2,12 4,25 6,65 9,31 im Liter 

; 7 8 7 2 4 0,0004 

I —— { 0 0 0 0 0 0,004 

oN “a 0 0 0 0 0 0,04 
— 2 8 0. 0 0 0,4 


Die Wirkung des Kupferchlorids ist aus den Tabellen V, VI, VII 
zu ersehen. Auch CuCl, wirkt in kleinen Konzentrationen sensibili 
sierend und in mittleren und groBen stabilisierend. Die Wirkung ist 
auch von dem Alkoholgehalt stark abhaingig. In dieser Beziehung 
wirkt CuCl, ebenso wie die neutral reagierenden Salze (z. B. CaCl,). 
Man erhalt die typischen Kurven mit dem Flockungsoptimum und 
Flockung:minimum (Tabelle VII und Abb. 1). Ahnlich wirkt auch 
Cu (NQO,).._ Ein Unterschied zwischen den neutralen Salzen und den 
Kupfersalzen besteht nur darin, daB bei Kupfersalzen die typischen 
Flockungskurven schon bei relativ§ kleinen Salzkonzentrationen 
(0,02 Mol im Liter) zu erhalten sind. Die Wirkung des Manganchlorids 
und Kobaltchlorids (Tabellen X und XI) ist der Wirkung von CaCl, 
MgCl, und anderer friiher untersuchter Salze sehr ahnlich. Bei groBer 
Salzkonzentration erhalt man die typischen Kurven mit dem Flockungs- 
optimum und -minimum. Im Falle mittlerer und kleiner Salzkonzen- 
tration ist dagegen nur Sensibilisation zu beobachten. 

Tabelle V. 
0,2° Casein + C,H,OH (iso) + CuCl). 





‘dee Aikebole, |) ° 1,06 3,19 6,38 om | SOEs 
iad Toe ae 10 6 4 | 0,0004 
oc _— { 11 10 gy 0 0 0,004 
op! | 10 6 4 0 0 0.04 
~~ 11 11 11 0 0 | O4 
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Tabelle V1. 
0,2°, Albumin + C,H,OH CuCl. 





Konzentratior | “— 02 Konzentration 
des Alkohols | ’ +e a ses des CuCl 
11 12 12 12 0.0004 
Floel 1 | 10 11 10 9 0,002 
* LOCK UNSLeT ac 
. = 0 4 4 4 0.01 
ach 2 . 
nach 20) Std. | 0 5 11 10 0.04 
11 11 11 10 0,4 


Tabelle VII. 


0.1% Albumin + C,H;OH (iso) + CuCl, 0,2 Mol im Liter des Gemisches. 





Konzentration \ 


don iitedathe 0 1,06 2,12 5,32 7,98 10,64 
Nach 2 Min. .. . 0 0) sf] 6 0 y 
2 ee a 0 6 10 & 2 10 

i Ce” 2). ¢°% 0 10 11 10 4 11 
oe ~% a 4 11 12 11 a) 12 


Tabelle VIII. 
0,1°, Albumin + C,H,OH + AICI,, 0,2 Mol im Liter. 





Konzentration Vil « en on ‘ 
dee Adkohols { 0 1,36 2,73 6,84 10,26 13,68 
Flockungsgrad nach 
24 Std. . pee 0 0 4 8 4 0 


Tabelle 1X. 





0,1°, Albumin + C,H-;OH (iso) + Cu(NO,),, 0,02 Mol im Liter. 
Konzentration \ eo ce a 
des Alkohols { 0 1.06 2,12 5,32 7,98 10.64 
Nach 2 Min. 0 0 2 0 0 8 
2.5 Std. . 2 4 bad 4 0 
“a -« 4 8 8 8 2 2 


Tahelle X. 
0,2°, Casein + C,H;OH (iso) + MnCl. 








Konzentration \ a 1 ‘ - MnCl, Mol 

des Alkohols | ° 1,06 3,19 6,38 8,51 10,64 im Liter 
Flockunesgrad | 10 10 10 0 4 y 0.2 
nach 20 Std. | 4 8 11 10 10 10 0,002 


Tabelle XJ. 


0,2°,, Casein + C,H;OH (iso) + CoCl,, 0,2 Mol im Liter. 





Konzentration 


| en on ’ 
don Athahsls 0 1,06 3,19 6,38 8,51 10,64 


Nach 20 Std... . 11 11 11 0 0 10 
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Selbstverstandlich spielt in diesen Fallen immer die Konzentration 
der Wasserstoffionen eine gewisse Rolle. n/l000 HCl und n HC! wirkt 
auf die Alkoholflockung sensibilisierend, n/100 bis n/10 HCl dagegen 
stabilisierend. 


2. Dureh Hydrolyse basisch reagierende Salze. Anionenreihen. 

Aus den Tabellen XII bis XV ist zu ersehen, daB die basisch 
reagierenden Salze gerade bei kleinen Konzentrationen des Alkohols 
stabilisieren. Im Falle gréBerer Alkoholkonzentration wirkt Natrium- 
acetat sensibilisierend, Na,HPO, und K,Fe (CN), dagegen schwach 
stabilisierend. Bekanntlich spielt die Konzentration der OH-Ionen 
hier eine ebenso groBe Rolle wie die der H-Ionen bei den sauer 
reagierenden Salzen. 

Tabelle XII. 
0,2°, Albumin + C,H;,OH + CH,COONa. 





Konzentration | eas eo aan as Salzkonzentration 
des Alkohols j 3,42 6,84 9,57 12,31 Mol im Liter 
: 9 10 10 12 0.0016 
r ie 1 . 
ae | 8 10 10 12 0,016 
nach 20 Std.* | 0 11 12 12 0.16 


Tabelle XIII. 
0,1°, Albumin + C,H;OH (iso) + CH,COONa, 0,02 Mol im Liter. 





Konzentration | o 45 or T 5 . 
des Alkohols | 2,12 4,25 6,38 8,51 10,64 


3 6 6 12 12 
Nach 24 Std. Vergleichsreihe 
6 4 4 6 8 ohne Salz 


Tabelle XIV. 
0,1°, Albumin + C,H,OH (iso) + Na,gHPO,, 0,02 Mol im Liter. 





Konzentration des Alkohols: 1,06 | 2,12 4,25 6,38 
Nach 60 Min. .... 0 0 0 0 
ae ss «is 0 0 4 4 


Tabelle XV. 
0,2°%, Albumin + C,H,OH + K,Fe(CN),. 











Konzentration | eat on Salzkonzentration 
des Alkohols | ’ 3,42 6,84 10,26 Mol im Liter 
0 2 7 7 0.09008 


Nach 20 Std. 


0 0 6 4 0,0008 
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Tabellen XVI und XVII zeigen die vergleichende Wirkung ver- 
schiedener Anionen unter gleichen Bedingungen. Ist die Konzentration 
des Alkohols relativ klein (Tabelle XVI), so wirken die angefiihrten 


Tabelle XVI. 


0,25°%, Albumin + C,H,OH (iso), 2,5 Mol im Liter + Salze, 0,2 Mol im Liter. 





H,0 KC] K Br KJ K NOs KCNS 
Nach 20 Min. . 4 5 9 4 5 4 
« ae Ts og 4 5 10 10 6 4 
| 6 10) 12 12 10) 10 


Tabelle XVII. 


0,25°, Albumin + C,;H,OH (iso), 6,5 Mol im Liter + Salze, 0.4 Mol im Liter. 





H,O K Cl K Br K J KNO KCNS 
Nach 2 Min... . 4 8 4 0) 10 3 
— 2 5 10 Y 3 1] 3 
» meme. . as 7 12 12 12 12 11 


Salze sensibilisierend. Tabelle XVI zeigt also die Flockungsfahigkeit 
verschiedener Anionen in Gegenwart von Isopropylalkohol. Am 
stirksten wirken Br’ und J’, am schwiichsten CNS’, also: 
Br’, J’> NO,> Cl > CNS’. 
Wird die Konzentration der Salze und des organigchen Stoffes gro, 
so kann man in der ersten Zeitperiode die Stabilisation beobachten. 
Am stirksten stabilisiert nun J’ und CNS’, am schwachsten NOs, also: 
J’, CNS’ > Br’> Cl’ > NO. 

Bei Natriumsalzen (NaCl, NaBr, NaNO,, CH,COONa, Na,SQ,, 
Na,H PO,) wurde festgestellt, daB am starksten Br’ und am schwachsten 
SO} stabilisieren, also: 

Br’ > Cl’ > NO; > CH,COO’ > SO{ (50 Vol.-°, C,H-;OH- iso). 

Im Falle kleiner Konzentration der Natriumsalze (0.05 Mol im Liter) 
fallt die Flockungsfahigkeit nach folgender Reihe: 
CY, Br’, NO; > CH,COO’ > SOJ > HPO{ (50 Vol.-°;, C,H,;OH-iso). 


3. Polare Molekiile. 

Die Tabellen XVIII bis XX zeigen, daB organische Stoffe mit 
polaren Molekiilen auf die Flockung des Albumins mit Quecksilber- 
chlorid stark stabilisierend wirken. Glykokoll stabilisiert schon bei 
0,002 Mol im Liter, Alanin bei 0,008, Harnstoff aber nur bei 0.4 Mol 
im Liter. Bei Harnstoff und Glykokoll steht die Stabilisation in direkter 
Beziehung zu der Konzentration des organischen Stoffes und zu der 
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Salzkonzentration. Alanin dagegen wirkt in groBer Konzentration 
etwas schwacher stabilisierend als bei einer mittleren (0,03 Mol Alanin 
im Liter). Die Flockungsversuche wurden auch mit AICI, und 
CuCl, ausgefiihrt, wobei im wesentlichen dasselbe gefunden wurde. 
Die stabilisierende Wirkung der Aminosiuren scheint besonders be- 
merkenswert zu sein. Z. B. Glykokoll stabilisiert bei 0,002 Mol im Liter 
auch in Gegenwart von 0,03 Mol HgCl, im Liter. Quecksilberchlorid 
ist bekanntlich ein sehr starker Koagulator: es flockt die Albuminsole 
sehr stark schon bei 0,0001 Mol im Liter aus. In unserem Falle ist nun 
die Konzentration des HgCl, zehnmal gréBer als die Konzentration 
der Aminosaure. Die Stabilisation kann also nicht durch Inaktivierung 
(Bindung) des HgCl, durch das Glykokoll erklart werden. Die Deutung 
dieser Erscheinungen wird nur bei der Annahme mdglich, daB die Salz- 
molekiile oder lonen sich mit den Micellen und den Molekeln des orga- 
nischen Stoffes verbinden, wobei die Solteilchen stark solvatisiert 
werden. 
Tabelle XVIII. 


0,1° Albumin + CO(NH,), + HgCl,. 





Konzentration des Harnstoffs | 4 04 ° 08 20 HgCly, Mol im Liter 
Mol im Liter des Gemisches | s ' : ” des Gemisches 
2 
| 11 11 10 9 0.0003 
Nach 20 Std.- - +--+: | 12 10 + 0 0,003 
| 12 8 4 0 0.03 


Tabelle XIX. 
01°, Albumin + CH,(NH,)COOH + HgCl. 





Konzentration des Glykokolls \ 


Mol im Liter des Gemisches j 0.0016 0.0064 0,016 0.16 Hg Clo. Mol im Liter 
S 7 6 4 0.008 
Yach 20S Be ide th 5. ’ 
Nach 20 Std. | 9 6 4 4 0.08 


Tabelle XX. 
0,1°, Albumin + CH,.CH(NH,)COOH + HgCl,, 0,03 Mol im Liter des 


Gemisches. 





Konzentration des Alanins | 


Mol im Liter des Gemisches | 0 0.0032 0,008 0.032 0,064 0.16 
Nach 2 Min... .... 10 8 6 0 0 0 
| 11 11 8 6 8 10 


4. Niedrige Temperaturen. 


Die Temperatur hat auf die Koagulation stark solvatisierter Sole 


mit organischen Stoffen und Salzen einen mehr oder minder groben 











le 
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EinfluB!. Es wurde nun der Einflu8 niedriger Temperaturen beobachtet 
Die Reagenzgliser mit den Koagulationsgemischen wurden in eine 
Kaltemischung von 10° hineingestellt und 10 Minuten bei diese1 
Temperatur gehalten. Es wurde beobachtet, daB im Falle der Koagulation 
des Albumins nur mit Alkohol oder Alkohol und wenig Salz die Erniedri- 
gung der Temperatur auf die Flockung keinen merklichen EinfluB ausiibt 
Wohl aber ist der EintliB der Temperaturerniedrigung bei der Flockung 


mit groBer Salzkonzentiation + Alkohol zu beobachten. Untersucht 
wurden die Koagulationsgemische aus Albumin + Athyl- oder Iso 


propylalkohol + FeCl, und Albumin + Isopropylalkohol + CaCl,. In 
beiden Fallen flockten die mit FeCl, oder CaCl, stabilisierten Sole aus. 
Bei + 20° gehaltene Vergleichsreihen koagulierten dagegen nicht 
(Tabelle XX1). 

Tabelle XXJI. 





0,2°, Albumin + C,H-;OH (iso) + CaCl, bei 10°, 
40 Vol.-° , 60 Vol.-°/, 40 Vol.-° , 
C,;H;OH und C,H;OH und C,H;OH und 
0,4 Mol CaCl, 0.4 Mol CaCl, 0.8 Mol CaCl, 
im Liter im Liter im Liter 
| 11 10 10 Bei — 10° 
Nach 90 Min. 7 4 1 Vergleichsreihe 
| ber + 20° 


5. Das Flockungsoptimum der Alkohole in Abwesenheit von Salzen. 

Schon friiher wurde bemerkt, dab in den Vergleichsreihen ohne 
Salz die Koagulation nicht proportional der zugesetzten Alkoholmenge 
ist. Verwendet man konzentrierte und nicht gut dialysierte Sole, so 
sind die Diskontinuitaten schwer zu beobachten. Im Falle verdiinnter, 
gut dialvysierter Albuminsole kann man aber ein sehr deutliches 
Flockungsmaximum beobachten. Das Maximum ist besonders scharf 
bei n Propylalkohol zu sehen, ganz deutlich auch bei Athylalkohol 
und weniger schaif bei Methylalkohol. Aus der Tabelle XXII 
und Abb. 2 ist zu ersehen, daB nC,H,OH ein scharfes Flockungs 
maximum bei 1,6 Mol im Liter oder bei 12 Vol.-°,, hat. Im Falle 
des Starkesols ist das Maximum etwas nach der Seite gréberes 
Alkoholkonzentrationen verschoben und liegt bei 2,6 Mol im Liter 
oder 20 Vol.-°, (Tabelle XXV). Athylalkohol hat das Maximum bei 
4.1 Mol im Liter oder 24 Vol.-°, beim Albumin (Tabelle XXITL und 
Abb. 2), und bei etwa 28 Vol.-°,,, wenn man statt Albumin ein dialysiertes 
Starkesol koaguliert?. Methylalkohol hat ein sehr flaches Maximum 
beietwa 7,8 Mol im Liter oder bei 32 Vol.-°,, (Tabelle X XIV und Abb. 2 


a} 
1 Vgl. Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 194, 140, 1928; 200, 331, 1928; 
S. J. Djatschkowsky, Kolloidzeitschr. 54, 278, 1931. 
2 M.Samec, Kolloidchem. Beih. 33, 103, 1931, hat beim Starkesol ein 
Flockungsoptimum bei 21°, des Alkohols beobachtet. 


15* 
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Tabelle XXII. 


0,15°, Albumin + nC,;H;OH ohne Salzzusatz. 





Konzentration des | ' - al« @ 1 wm . - e . ~ , 
Alkohols, Mol im Liter j 1,06 1,59 2,12 2,66 3,19 3,72 4,25 4,78 | 5,32 638 744 8,51 


Nach 2 Min. ... 0 2 4 2 0 0 0 0 0 2 2 2 
oe rae ee 0 5 4 2 0 0 0 0 0 2 2 2 
.—. . ee 0 7 5 2 0 0 0 0 0 2 4 4 


Tabelle XXIII, 


0,15°, Albumin + C,H,;OH abs. ohne Salz. 





FP sg wy ig | 1,36 2,05 | 2,73 | 3,42 | 4,10 | 4,78 | 5,47 | 6.15 | 6.84 | 8,20 | 9,57 | 10.94 





Nach 2 Min... . 0 0 () 2 4 4 4 9 9) 9 9 D) 
{elie 0 0 0 3 5 4 4 2 2 2 2 2 
90 Std. . os 0 4 6 8 6 4 2 2 2 2 | 10 
Tabelle XXIV. 
. 
0,15°, Albumin + CH,OH ohne Salz. 

Konzentration des rr “F aie . a anil - = 
em semiae fr |) oe oe ee ee ee) 
Nach:2 Min. .. . 0 4 6 7 6 6 7 8 

» 45td.. 1 a) 8 7 6 6 8 10 

ee 2 a 1 6 8 7 6 6 8 10 


Tabelle XXV. 


0,1°, Staérke + nC,H;OH ohne Salz. 





Konzentration des re : - — aan | os ar es ‘ “ - 
Alkohols, Mol im Liter {°°% | 1:06 1,59 2,12 | 2,66 | 8,19 | 4,25 | 5,82 | 6,88 | 7,44 | 8,51 


Nach 2 Min... . 0 0) 0) 0 0; 0 2 4 4 4 
.. » re 0 0 0 9 10 +] 4 6 6 6 S 
&r- say 
Abb. 2 


Die ftlockende Wir- 
kung der Alkohole 
in Abwesenheit von 


* 


a 





Salzen. 


Noagulationsgrad nach 20 Sta) 


£2 0 2a ee eR 
Nonz. des Alkohols Me/ ml des Gemisthes 


s 


Wird nun die Flockung (Tabellen XXVI bis XXVIII) mit kleinen 
Salzzusitzen ausgefiihrt, so ist eine Sensibilisation zu beobachten. 
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Sind die Salzkonzentrationen sehr klein, so bleibt die Kurvenform 
unverandert (z. B. bei NaCl, K,SO, und anderen schwach flockenden 
Salzen). Nimmt man nun gréBere Salzkonzentrationen oder starker 
flockende Salze, so flocken alle alkohoihaltigen Gemische rasch aus. 
Wird die Salzkonzentration noch gréBer, so kann man wieder ein 
Flockungsoptimum sowie ein Flockungsminimum beobachten (Abb. 3) 


Tabelle XX V1. 
0,15°, Albumin + n C,H;OH + NaCl, 0,004 Mol im Liter des Gemisches. 








Konzentration des ) 
- O53 06 1.59 2 12 » 66 tio 4.25 es 4 6.3% 
Alkohols, Mol im Liter { °*” 1 , 1 : ; 


Nach 2 Min... . 0 0 4 10 6 4 2 2 4 
60. ar 0 0 8) 10 6 4 2 2 4 
20 Gta. . . . 0 6 11 10 7 4 4 4 4 


Tabelle XX VII. 


0,15°, Albumin + C,H;,QOH + K,S0O,, 0,0008 Mol im Liter des Gemisches 





Konzentration des Alkohols, \ . » a. ’ e a mn 
Mol im Liter j 1,06 pm iti 4,1 bik a : 

Tr Bie. oS 0 0 6 2 2 
Re biases SOA 0 4 9 7 4 4 
ea 0 7 11 7 5 4 


Tabelle XXVIII. 
0,15°, Albumin + C,H,OH + NaCl, 0,002 Mol im Liter des Gemisches 





Konzentration des Alkohols, | o a oo a 
Mol im Liter j 1,36 2.73 4.10 47 6.84 g4 


ee: 8k GE wa ne 0 0 S 7 4 4 
| ae 0 6 10 8 6 6 
— « eH 6 2s 0 7 11 i) 6 6} 








Abb 3 
} 
n C,H; OH + NaCl 
| verschiedener Konzentration 
/ 
I. CH;CH,CH,OH ohne 
NaCl. 
} Il. CH, CHg.CH,OH + NaCl, 


0,004 Mol im Liter. 
Il. CHgCH,CH,ZOH + NaCl 
0,04 Mol im Liter 
IV. CH,CH,CH,OH + NaCl, 
0.4 Mol im Liter. 


hoagulationsgrad(nach 20 Std) 





> y oe 
Aonz. ges Alkoho/s Mo/ un l 
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Die Konzentrationsgrenzen, bei welchen die Salze zu sensibilisieren 


und stabilisieren beginnen, sind wie aus den oben angegebenen 
Versuchsergebnissen ersichtlich ! recht verschieden. Natriumchlorid 


beginnt Eieralbumin gegen Alkohol bei etwa 0,001 Mol im Liter 
zu sensibilisieren, und die Stabilisation ist nur beietwa 0,4 Mol im Liter 
zu beobachten. Calciumchlorid sensibilisiert schon bei 0,00004 Mol im 
Liter und beginnt bei0,1 Mol im Liter zu stabilisieren. Ahnliche Konzen- 
trationsgrenzen haben MgCl,, Ba Cl,, Mg (NO )., Ca (NO ),, Ca Br,, MnCl, 
CoCl, und viele andere Salze. Kupferchlorid und Nitrat stabilisieren 
schon bei 0,02 Mol im Liter und FeCl, und AICI, sogar bei 0,002 Mol im 
Liter. HgCl, und viele andere Salze wirken auf die Alkoholflockung 
nur sensibilisierend. Solche Ausnahmen kann man aber meist durch die 
Schwerléslichkeit des Salzes in den Wasser-Alkohol-gemischen erklaren. 

Die Alkoholflockung reiner Sole fiihrt so zu GesetzmaBigkeiten, 
die auch zur Aufklarung dielektrischer Eigenschaften und Assoziations- 
erscheinungen der Wasser- Alkohol-gemische von Bedeutung sein kénnen. 
Die maximal flockende Wirkung der Alkohole (in Abwesenheit von 
Salzen) bei bestimmter Konzentration ist nur als Dipolwirkung ver- 
standlich. Man muB annehmen, daB bei bestimmten Mischungsverhalt- 
nissen Assoziationskomplexe nt maximal polarem Charakter entstehen 
und die Koagulation bewirken. Bei naherer Erforschung dieser Er- 
scheinung wird es vielleicht méglich sein, die Kolloide als Indikatoren 
bei Untersuchungen einiger physikalisch-chemischer Eigenschaften 
der Lésungen zu verwenden. 


Zusammenfassung. 

Bei der Koagulation des Eieralbumins und Caseins mit organischen 
Stoffen und Salzen wurde folgendes festgestellt : 

1. Bei der Flockung mit FeCl, oder AlCl, und Alkoholen wirken 
die Salze in kleinen Konzentrationen (0.0001 bis 0,001 Mol im Liter 
des Koagulationsgemisches) sensibilisierend, in mittleren (0,001 bis 
0,1 Mol im Liter) stabilisierend und in groBen (0,1 bis 0,4 Mol im Liter) 
entweder sensibilisierend (FeCl,) oder stabilisierend (AICI,). 

2. CuCl, und Cu (NQ,). wirken in kleinen Konzentrationen 
sensibilisierend, in mittleren (0,004 bis 0,04 Mol im Liter) mehr oder 
weniger stabilisierend. Die Stabilisation ist auch von der Alkohol- 
konzentration abhangig; bei variierter Konzentration des Alkohols 
erhalt man die schon friiher erhaltenen typischen Kurven mit dem 
Flockungsmaximum und Flockungsminimum. 

3. MnCl, und CoCl, wirken in kleinen und mittleren Konzentrationen 
sensibilisierend, in groBen ahnlich wie die Kupfersalze, CaCl,, NaCl u. a. 


1 Vgl. auch Kolloidzeitschr. 46, 114, 1928; 47, 236, 1929. 
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4. Die Stabilisation steht immer im umgekehrten Verhaltnis 
zu der Dielektrizitaétskonstante des Alkohols. 

5. CH,COONa wirkt sensibilisierend, Na, HPO, und K,Fe(CN), 
schwach stabilisierend auf die Alkoholflockung des Albumins. Die 
Stabilisation ist in diesem Falle am besten bei kleinen Alkoholkonzen- 
trationen zu beobachten. 

6. Die Sensibilisationsfahigkeit verschiedener Anionen bei der 
Alkoholflockung des Albumins fallt nach folgender Reihe: 

Br’, J’ > NO; > Cl’ > CNS’ (K-Salze und C,H;OH-iso), 
Cl’, Br’, NO; > CH,COO’ > SO] > HPO] (Na-Salze und C,H;OH-iso). 

Die Stabilisationsfahigkeit der Anionen fallt in folgender Weise: 

J’, CNS’ > Br’ > Cl’ > NO; (K-Salze und C,H;OH-iso), 
Br’ > Cl’ > NO} > CH,COO’ > SOY (Na-Salze und C,H-;OH-iso). 


7. Harnstoff, Glykokoll und d, ]-Alanin wirken auf die Koagulation 
des Albumins mit HgCl,, CuCl, und AICI, stark stabilisierend. Am 
starksten stabilisiert Glykokoll, dann Alanin und am = schwachsten 
Harnstoff. 

8. Niedrige Temperaturen (— 10°) habert keinen wesentlichen 
EinfluB auf die Alkoholflockung in Gegenwart von kleinen Salzkonzen- 
trationen. Mit viel Salz und Alkohol stabilisierte Sole dagegen flocken 
bei — 10° rasch aus. 

9. Koaguliert man verdiinnte, gut dialysierte Albumin- und Stirke- 
sole in Abwesenheit von Salzen nur mit Alkohol in sehr verschiedenen 
Konzentrationen, so steht der Flockungsgrad nicht in direkter linearer 
Beziehung zu der Alkoholkonzentration: jeder Alkohol hat ein be- 
stimmtes Wirkungsmaximum. n-Propylalkohol hat im Falle des Albu- 
mins ein scharfes Maximum bei 1,6 Mol im Liter oder 12 Vol.-°,, (im 
Falle des Stirkesols ist das Maximum etwas nach der Seite der gréBeren 
Alkoholkonzentration verschoben). Athylalkohol hat die maximale 
flockende Wirkung bei 4,1 Mol im Liter oder 24 Vol.-°... Methylalkohol 
hat ein sehr flaches Maximum bei 7,8 Mol im Liter oder 32 Vol.-°). 

Sehr kleine sensibilisierend wirkende Salzmengen (NaCl, K,S0O,) 
verindern nicht die typische Kurvenform. Nimmt man aber grébere 
Salzkonzentrationen oder stark flockende Salze, so ist im Bereich 
groBer Alkoholkonzentration iiberall Flockung zu beobachten (kein 
Maximum). Bei sehr groBer Konzentration der schwach und mittelstark 
flockend wirkenden Salze (NaCl, CaCl,, CoCl,, MnCl, u.a.) ist wieder 
ein Flockungsmaximum und auch ein Flockungsminimum zu beobachten. 
Die Konzentrationsgrenzen der Salze, bei welchen die Diskontinuitaten 
wieder zutage treten, sind sehr stark von der Natur des Salzes abhangig 


(siehe oben und die friiheren Mitteilungen). 
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Zum Chemismus der Citronensiurebildung durch Pilze. 


V. Mitteilung: 


Die Citronensiurebildung aus Essigsiure. 


Von 
K. Bernhauer und H. Siebeniiuger. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


‘ 


(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 


In der vorangehenden Mitteilung! konnte gezeigt werden, dab 
der Befund von Walker, Subramaniam und Challenger? iiber die Bildung 
von Zuckerséure durch Aspergillus niger und die Umwandlung derselben 
in Citronensaure keine allgemeine Bedeutung besitzen kann, indem bei 
Anwendung einer groBen Anzahl von Pilzstimmen kein einziger das 
Vermégen zur Durchfiihrung der erwahnten Reaktionen hatte. Die 
Ketipinsaurehypothese der Citronensaurebildung® kann demnach nicht 
weiter aufrecht erhalten werden‘. Die in einer friiheren Mitteilung® 
erwahnte erste Gruppe von Hypothesen der Citronenséurebildung, 
die eine Spaltung des Zuckermolekiils in C,-Ketten gemaiB dem Neuberg- 
schen Abbauschema fiir die alkoholische Zuckerspaltung zur Voraus- 
setzung haben, lehnten wir seinerzeit auf Grund unserer damaligen 
Befunde ab, da wir in Abfangversuchen nur sehr geringe Mengen von 


1 Diese Zeitschr. 230, 466, 1931. 

2 Soc. 1927, 200, 3044. 

3 Franzen u. Schmidt, B. 58, 222, 1925. 

4 GemaéB einer Privatmitteilung Herrn Dr. Walkers konnte dieser 
auch keinerlei Anhaltspunkte fiir das Auftreten von Ketipinséure in Pilz- 
kulturen oder fiir die Umwandlung von ketipinsaurem Natrium in Citronen- 
siure auffinden. 

5 Diese Zeitschr. 202, 164, 1928. 
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Acetaldehyd (bis 0,6°, des verbrauchten Zuckers) erhalten und keine 
Beziehung zu den bei der Citronensaurebildung stattfindenden Vorgangen 
ersichtlich machen konnten. Neulich erschien jedoch eine Arbeit von 
Chrzaszcz und Tiukow', in der gezeigt werden konnte, daB ein Peni- 
cillium X die Fahigkeit besitzt, aus Na- sowie K-Acetat neben Bernstein-, 
Fumar-, Apfel- und Oxalsaure auch Citronensdure zu bilden. Durch 
diesen Befund erschienen jene Hypothesen der Citronensaurebildung, 
bei denen dieselbe aus Spaltungsvorgingen des Zuckermolekiils tiber 
die C,-Stufe hergeleitet wird, wieder in neuem Lichte. Jn der vorliegenden 
Mitteilung legten wir uns nun die Frage vor, ob dem erwahnten, zundchst 
noch recht allein stehenden Befund iiber die Umwandlung von Essigsdure 
in Citronensdure allgemeinere Bedeutung zukomme. 

Wir zogen zu diesen Untersuchungen 28 verschiedene Aspergillus 
niger-Stamme heran, die auch bereits in der vorangehenden Mitteilung 
iiber die Umwandlung der Zuckerséure Verwendung fanden. 

Je nach der Art der verwendeten essigsauren Salze war die Citronen- 
sdurebildung recht verschieden. Aus Ca-Acetat wurde von sieben Pilz- 
stimmen Citronensaure gebildet und unter diesen nur in einem einzigen 
Falle eine etwas gréBere, Menge (2,6°, der verbrauchten Essigséure). 
Aus K-Acetat bildeten 11 Pilze von 17 untersuchten Citronensaure, 
aber auch nur stets in geringen Mengen (bis 2,6°, der verwendeten 
Essigsiure). Nur aus Na-Acetat wurden in einigen Fallen relativ erheb- 
liche Mengen an Citronensiure gebildet; wahrend hierbei 10 Pilze 
tiberhaupt keine Citronensaure erzeugten und 9 Stamme nur Spuren 
oder geringe Mengen bildeten, war die Ausbeute bei neun anderen 
Stammen vielfach recht erheblich und betrug etwa 4 bis 14°, bezogen 
auf angewendete bzw. gegen 16°, bezogen auf umgewandelte Essig- 
siure. Diese Ergebnisse zeigen auch sehr deutlich, wie wichtig es ist, 
zu derartigen Untersuchungen méglichst viele Pilzstimme zu benutzen. 

Von sonstigen Sauren tiberwog zumeist die Ovalsdure, und zwar 
vor allem in den Versuchen mit Na-Acetat. Die Ausbeute an Oxalsdure 
betrug vielfach etwa 50°, der Theorie, bezogen auf angewendete Essig- 
siure, in einzelnen Fallen bis tiber 70°, der Theorie, bezogen auf um- 
gewandelte Essigsiure. Versuche mit K-Acetat ergaben stets wesentlich 
geringere Mengen an Oxalsiure. Vielfach wurden auch Anhaltspunkte 
fiir die Bildung von Bernstein- und Fumarséure gewonnen, ohne daB 
es zur Anreicherung derselben in gréBerem AusmaB gekommen ware. 

Nachdem durch die bisher erwihnten Untersuchungen sicher- 
gestellt worden war, dap das Vermdégen zur Citronensdurebildung aus 
Essigsdure den Aspergillus niger-Stimmen recht allgemein zukommt, 


! Diese Zeitschr. 229, 343, 1930. 











234 K. Bernhauer u. H. Siebenduger: 


begannen wir noch mit der Durchfithrung von Vorversuchen zur ge- 
naueren Klirung dieses Vorgangs. Fiir die Umwandlung von Essig- 
siure in Citronensaéure erschienen zuniachst einige Wege méglich und 
zwar: 

1. GemaéB der Vorstellung von Chrzaszcz und Tiukow kénnte inter- 
mediir Apfelséure gebildet werden und aus dieser und einem weiteren 
Molekiil Essigséure Citronenséure entstehen: 


CH,—COOH CH,.COOH 
CHOH.COOH — C(OH).COOH 
T — Hy 

CH;. COOH CH,.COOH 


2. Ferner ist denkbar, daB die analoge Reaktion bereits bei Vorstufen 
der Apfelsiure einsetzen kénnte, und zwar bei Bernsteinséure oder Fumar- 


séure: 
CH, .COOH CH,.COOH 
| — Hy 
CH,.COOH +> CH.COOH 
; — Hy | CH.COOH CH,.COOH 
CHsg.COOH CH,. COOH Ne + H,O 
C.COOH —+> C(OH).COOH 
CH.COOH Fl 
CH.COOH CH,.COOH 
CH.COOH ' 
— H, 


CH,.COOH 

In diesem Falle wiirde der Weg iiber Aconitsiéure bzw. eventuell iiber 
Tricarballylséure fiihren. 

3. Weiterhin kann bekanntlich Essigsaure auch zu Glykolséure oxydiert 
werden! und so erschien die Bildung von Citronenséure auch durch Kon- 
densation dreier Molekiile Glykolséure denkbar, oder durch Kondensation 
von Apfelséure mit einem Molekiil Glykolséure, wobei auch die, allerdings 
noch zu tiberpriifenden Befunde von Baur? im Auge zu behalten sind, also 


gemaB dem Schema: 


CH,OH. COOH CH,. COOH CH, .COOH 

. —H,O — | | 

CH,OH.COOH CHOH.COOH — (€(0OH).COOH 
— H,0 
CH,OH.COOH CH,.COOH 


Dabei ist natiirlich auch eine Kombination mit den unter 2. erwaéhnten 
Reaktionen denkbar. 

4. SchlieBlich vermégen bekanntlich Algen aus Essigséure Starke 
aufzubauen*, so daB auch in unserem Falle die Méglichkeit im Auge zu 
behalten sein wird, daB aus Essigséure zunéchst Zucker gebildet und dieser 
erst zu Citronenséure abgebaut wird. 


' Walker, Subramaniam u. Challenger, 1. ce. 
2 B. 46, 860, 1913. 
3 Ubersicht s. Czurda, Beih. z. Bot. Zentralbl. 45, 249, 1928. 
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Wir haben nun mit der experimentellen Uberpriifung dieser Méglich- 
keiten der Citronensaéurebildung aus Essigsiure begonnen, und es sei 
hier noch uber die Ergebnisse einiger in dieser Hinsicht durchgefiihrten 
Vorversuche berichtet, die zuniachst nur orientierenden Charakter 
haben. 

Bei Uberpriifung der Vorstellungen gemaif Punkt 1 und 2 zeigte 
sich, daB zwar in Lésungen, die neben Na-Acetat entsprechende molare 
Mengen Na-Succinat, Na-Fumarat oder Na-Malat enthielten, nur wenig 
Citronenséure entstand und zwar kaum mehr als wohl aus der ur- 
spriinglich vorhandenen Essigsaure gebildet wurde. Aus den Na-Salzen 
der Bernstein- und Apfelsaure allein entstanden héchstens Spuren von 
Citronensaure, aus Na-Fumarat immerhin deutliche Mengen. 

In weiteren Versuchsreihen zur Uberpriifung der Vorstellungen 
gema Punkt 3 wurde aus Apfelsaure allein etwas Citronensiiure gebildet, 
aus Glykolsaéure Spuren, aus Liésungen, die Apfelsiure und Essigsaure 
in entsprechendem Verhaltnis enthielten, sowie aus entsprechenden 
Gemischen von Apfelsiure und Glykolsiure wurden stets geringere 
Mengen an Citronensiure gebildet als aus Essigsiure selbst. 

Im Hinblick auf Punkt 4 ist der Befund bemerkenswert, dab 
in einer Anzanl von Versuchen mit essigsauren Salzen zugileich Sub- 
stanzen entstanden, die Fehlingsche Lésung reduzierten; ob es sich 
dabei um Zuckerarten handeln mag und ob die betreffenden Substanzen 
mit der Umwandlung von Essigsiéure in Citronenséiure etwas zu tun 
haben oder ob es sich dabei nur um Nebenvorginge handelt, bedarf 
noch eingehenderer Untersuchungen. 

Zur Klirung des Chemismus der Citronensaurebildung ist weiterhin 
die Beantwortung der Frage von Wichtigkeit, ob bei der Citronensaure- 
bildung aus Zucker auch Essigsiure auftritt. Diesbeziigliche Versuche 
fiihrten bisher noch zu keinem entscheidenden Resultat. Ferner ist 
die Frage von Bedeutung, auf welchem Wege die Essigsiure aus Zucker 
entstehen mag. Chrzaszez und Tiukow (1. c.) sprechen die Uberzeugung 
aus, daB dieselbe wohl auf dem Wege des Neubergschen Abbauschemas 
entsteht. In diesem Zusammenhang war von Wichtigkeit zu unter- 
suchen, ob Aspergillus niger auch aus Alkohol Citronensaure zu bilden 
vermag. Mazé und Perrier! berichteten zwar tiber Citronensdurebildung 
aus Alkohol durch Mycelpilze, doch konnte dieser Befund von spateren 
Forschern niemals bestatigt werden. Wir konnten nun bei zwei Asper- 
gillus niger-Stimmen feststellen, daB dieselben zur Umwandlung von 
Alkohol in Citronensdure befadhigt sind. Dabei war die Ausbeute an 
Citronensaure in Abwesenheit von Neutralisationsmitteln nur sehr gering, 
in Gegenwart von solchen jedoch vielfach recht erheblich (bis iiber 


1C.r. 189, 311, 1904. 
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5°, der Theorie, bezogen auf angewendeten Alkohol) und zwar manch- 
mal wesentlich héher als in den parallel durchgefiihrten Versuchen 
mit Na-Acetat (die allerdings in der betreffenden Versuchsreihe sehr 
geringe Ausheuten ergaben). Wieweit diesen Befunden allgemeine 
Bedeutung zukommen mag, miissen die weiteren Untersuchungen 
mit allen zur Verfiigung stehenden Pilzstammen zeigen. 

Durch die gemachten Befunde erscheint jedenfalls die Anschauung 
gestiitzt, dap auch bei der Citronensdurebildung aus Zucker der Weg 
iiber Alkohol fiihrt, der wohl zundchst zu Essigsdéure oxydiert wird. 

Wenn wir nun die Befunde tber die Citronensiéurebildung aus 
verschiedenen C-Quellen zu deuten suchen, so kénnten wir uns vor- 
stellen, daB diese wohl stets zunaichst in Essigséure iibergefiihrt 
werden: so kénnte wohl auch die Beobachtung iiber die Citronensiéure- 
bildung aus Zuckersiure mit einem Abbau derselben zu_ Essigséiure 
in Zusammenhang zu bringen sein. Bereits in der vorangehenden 
Mitteilung hatten wir auch die Vorstellung entwickelt, daB beim Abbau 
der Zuckersiure Spaltstiicke entstehen kénnten, die zur Citronensdure- 
bildung geeignet sind. Diesbeziigliche Untersuchungen sind im Gange. 

Auch im Hinblick auf den Chemismus der Oxalsdurebildung lassen 
sich aus den gemachten efunden einige SchluBfolgerungen ziehen. 
Es zeigte sich naimlich, daB essigsaure Salze, vor allem Na-Acetat 
(in Ubereinstimmung mit Ergebnissen Butkewitschs!) in intensiver 
Weise in Oxalsiure umgewandelt werden. Dieselbe bildete hierbei 
sogar stets das weitaus tiberwiegende Hauptprodukt. Auf Grund dessen 
erscheint die SchluBfolgerung nicht fernliegend, daB auch bei der Oxal- 
sdurebildung aus Zucker der Weg iiber Essigsdure fiihrt. In welcher Weise 
allerdings diese Umwandlung vor sich geht, erscheint noch nicht ent- 
schieden, doch kénnten beide prinzipiell méglichen Wege realisiert 
sein, naimlich einerseits die direkte Oxydation der Essigsiure iiber 
Glykol- und Glyoxylsaure, ein Weg, der durch die Untersuchungen 
von Walker, Subramaniam und Challenger (1. c.) gewiesen erscheint, 
und andererseits der Abbau iiber Bernsteinsiure und Fumarsaure, 
wobei der weitere Weg iiber Apfelsiure und Oxalessigsaure fiihren 
kénnte. Zur Entscheidung dieser Frage fehlen zurzeit noch geniigende 
experimentelle Erfahrungen. Untersuchungen von diesem Gesichts- 
punkt aus haben wir in Angriff genommen. 

Wenn wir nun die mannigfachen Saurebildungsvorginge durch 
Mikroorganismen in ein zusammenfassendes und __ iibersichtliches 
Schema zu bringen suchen, so ergibt sich folgendes Bild des Zucker- 
abbaues bei den oxydativen ,,Gdrungen“, wobei betont sei, daB ein Teil 


1 


Diese Zeitschr. 219. 87, 1930. 
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der skizzierten Abbauwege noch nicht endgiiltig bewiesen ist, sondern 


erst den Wert einer Arbeitshypothese besitzt. 











Zuckersaure 5-Ketogluconsaure 
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Essigsaure + CO, 


Experimentelles. 
(Mithearbeitet von N. Béckl und Z. Scheuer.) 


Me thodik. 


Die Pilze wurden stets auf einer normal zusammengesetzten Nahr- 
lésung (10°, Rohrzucker, 0,2°, Ammonnitrat, 0,1°, Kaliumdihydro- 
phosphat, 0,025°, Magnesiumsulfat) zur Entwicklung gebracht; nach 
etwa viertagigem Wachstum bei 33 bis 34° wurde die N&éhrlésung in iiblichet 
Weise durch die Lésung der zu untersuchenden Substanz ersetzt. Vom 
vierten Tage an wurde in der Regel mit der Untersuchung der Kultur- 
fliissigkeiten begonnen, indem Proben entnommen und diese zundchst mit 
saurem Mercurisulfat (Oxalséiure) und dann nach eventueller Filtration 
in tiblicher Weise nach Denigés auf Citronenséure gepriift wurden. Ein 
weiterer Teil der entnommenen Probe wurde in der Kalte in sodaalkalischer 
Lésung mit Permanganat gepriift; eine sofortige Braunsteinabscheidung 
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konnte auf die Anwesenheit von Fumarsaéure hindeuten. Etwa am siebenten 
Tage wurden die analogen Priifungen nochmals vorgenommen und nun in 
der Regel die Versuche abgebrochen. Es wurden jeweils zwei Parallel 
versuche durchgefiihrt und diese bei der Aufarbeitung vereinigt. 

Quantitativ bestimmt wurde Oxalsdure (in je 5 bis 10 cem Lésung) in 
iiblicher Weise durch Fallung als Ca-Salz und Titration mittels Kalium 
permanganat und Citronensdure (in je 50 cem Lésung) als Pentabromaceton 
nach der von Frey! angewendeten Methode. Die Menge der noch vor- 
handenen Essigsdure wurde durch Dampfdestillation und Titration des 
Destillats ermittelt. Auf die jeweilige praiparative Aufarbeitung der Versuche 
wird erst spaéter zurtickzukommen sein. 

In Versuchsrethe 58 (661 bis 828) kamen 28 verschiedene Aspergillus 
niger-Stamme zur Anwendung; jeder Pilz wurde in sechs Einzelversuchen 
angesetzt. und zwar je zwei Pilzdecken auf Na-Acetat, K-Acetat und Ca 


Acetat. Die Losungen waren stets 2,5°,ig an Essigséure (je L00 cem Lésung, 
in 300 cem Erlenmeyerkolben). Nach siebentagigem Verweilen der Pilz- 
decken auf den zweiten Kulturfliissigkeiten wurden die Versuche ab 
gebrochen Die analytischen Befunde sind aus den Tabellen I und IL er- 
sichtlich 

Ca-Acetat. Unter 28 Pilzstémmen bildete nur Stamm II deutliche 
Mengen an Citronensaéure (in 200 cem Lésung 0,114 g Citronensdéure, 3,2 °, 
der angewendeten Essigséure, 3,0°, der Theorie), Spuren von Citronen- 
siure wurden gebildet von den Pilzstammen VII, VIII. XIV. XVI, XX, 
XXII. Geringes Reduktionsvermégen von Fehlingscher Lésung war bei 
den Pilzstimmen I, II, III. V. VI, VITI vorhanden. Auf die Bestimmung 
der Oxalséure. die in den meisten Fallen in der Pilzdecke als Ca-Oxalat 
abgeschieden war, sowie der noch vorhandenen Essigséure wurde verzichtet. 

Die restlichen Fliissigkeiten wurden sodann vereinigt, nach dem An- 
siuern mit Schwefelsaure durch Wasserdampfdestillation von der noch 
vorhandenen Essigséure befreit, zur Trockne eingedampft, mit Ather im 
Soxhlet und der verbleibende Riickstand noch mit Alkohol extrahiert. 
Hierbei zeigte sich, daB nur Spuren von ather- bzw alkoholléslichen Séuren 
entstanden waren, deren Menge zur Identifizierung nicht ausreichte. 

K-Acetat. Es kamen hierbei die Pilzstamme I bis XII und XXIV 
bis XXVIII zur Verwendung. Die analytischen Ergebnisse sind aus Ta- 
belle L ersichtlich. 

Tabelle I. 





Versuchs-___ Pilz- Citronensiure * Oxalsiure * Reduktion 

. ka oaaoanil tat Ak TLR fora soi lee von 

Nr. stamm - o), 0, a. Th. > le o, d. Th. Fehling 
669/670 II 0,136 2.6 2,4 0,18 3,8 2,3 + 
681/682 IV 0,06 1,2 1,1 - aes ee 
699/700 ~—s* VII ++ ~ 0.11 22 1.5 Pi oe ee 
711/712 IX Spur _— 0,55 11,0 7,3 Spur 
801/802 XXIV 0,09 1,6 1,5 0 0 0) 0 


* Die Prozentzahlen beziehen sich auf angewendete Essigsiure. 


Ferner wurden relativ geringe Mengen an Citronenséure noch von 
den Pilzstémmen I, XXVIIT und XXVIII gebildet, Spuren derselben ferner 


1 Arch. f. Mikrobiol. 2, 285, 1931. 
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von den Pilzen [1], VIII. NII, NXV. Geringe Mengen Oxalsaéure wurde 
ferner auch von Stamm I gebildet, von den tibrigen Stémmen iiberhaupt 
nicht. Relativ starkes Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Losung 
trat ferner in den Kulturfliissigkeiten der Pilzstémme I und ILI auf, Spuren 
von reduzierender Substanz fanden sich auch bei den Staémmen V. VI, X 
und XI. Bei den hier nicht weiter erwahnten Pilzen verliefen die betreffenden 
Proben negativ. 

Wie bei den Ca-Acetatversuchen wurden die verbleibenden Fliissig 
keiten auch hier weiter verarbeitet, indem die gebildeten Saéuren mit Athet 
sowie Alkohol extrahiert wurden. Die Menge der so gewonnenen Sauren 
war auch hier sehr gering. AuBer Oxalsaéure konnte keine weitere Séure 
identifiziert werden, da die Menge derselben nicht ausreichte. 

Na-Acetat erwies sich unter den verwendeten essigsauren Salzen zur 
Umwandlung in Citronenséure am geeignetsten (Tabelle I1). Von den 
28 Pilzstiammen vermochten 18 Citronenséure aus Na-Acetat zu bilden, 
die Halfte derselben allerdings auch nur relativ sehr geringe Mengen, 
wogegen die neun anderen Pilzstémme deutliche Mengen an Citronensdure 
bildeten, und zwar vier von diesen iiber 15 
Die bei den Citronenséurebestimmungen erhaltenen Niederschlage von 
Pentabromaceton wurden in Alkohol aufgenommen, vom Lésungsmittel 
befreit und aus Alkohol unter Zusatz von Wasser umkristallisiert. Die so 
in langen Nadeln erhaltene Substanz schmolz bei 73 bis 74°. Ein Mischungs- 
schmelzpunkt mit einem aus Citronenséure direkt hergestellten Praparat 
vom Schmelzpunkt 73,5° gab keine Depression. 

Die nach Durchfiihrung de Analysen zuriickbleibenden Kuttur- 
fliissigkeiten wurden vereinigt und in analoger Weise wie bisher aufgearbeitet. 
Der aus dem Atherextrakt erhaltene Riickstand wurde aus Wasser um- 
kristallisiert, wobei zunachst Ozalsdure auskristallisierte; Schmelzpunkt 
nach nochmaligem Umkristallisieren 100 bis 101°, Mischungsschmelzpunkt 
mit reiner Oxalséure unveraéndert. Wie auch aus den Analysenwerten 
hervorgeht, wurde Oxalséiure in weitaus iiberwiegender Menge gebildet. 


» der verbrauchten Essigsaéure 


Beim Eindunsten der nach Abtrennen der Oxalsaéure verbleibenden 
Mutterlauge wurde noch etwas Oxalsaéure erhalten und sodann kristallisierten 
geringe Mengen einer Substanz vom Schme!zpunkt 186 bis 187°, die wegen 
der geringen Menge nicht véllig gereinigt werden konnte; ein Mischungs 
schmelzpunkt mit Bernsteinsdure blieb unveraéndert. Die Substanz ent 
farbte Permanganat sofort in der Kaélte, was auf eine Verunreinigung mit 
Fumarsdure hinwies. Aus der Mutterlauge kristallisierte nach wochenlangem 
Stehen noch eine kleine Menge Bernsteinséiure. Zur Identifizierung der 
sodann verbleibenden G6ligen Riickstande reichte deren geringe Menge 
nicht aus. 

Die nach der urspriinglichen Extraktion mit Ather verbleibenden Salze 
wurden sodann noch mit Alkohol extrahiert, doch konnte dabei nur eine 
kleine Menge Oxalséure erhalten werden, wahrend die Mutterlaugen nicht 
mehr kristallisierten. 

In Versuchsreihe 59 (829 bis 838) wurden gréBere Versuche mit den 
Pilzstammen XIII und XLX durchgefiihrt, um die noch sonst aus Na-Acetat 
entstehenden Saéuren in gré6B8erer Menge zu erhalten. In je fiinf 2-Liter 
Erlenmeyerkolben wurden die Pilze auf je 300 cem normaler Nahrlésung 
zur Entwicklung gebracht. Nach viertagigem Wachstum wurde die Kultur 
fliissigkeit nach griindlichem Auswaschen der Pilzdecken gegen je 300 cem 


ro 


Na-Acetatlésung ausgetauscht, die 2.5°.,ig an Essigsiéure war (insgesamt 











d 
N 
v 
a 
bh 
S 
® 
n 
V 
\ 
\ 
4 
7 















oY ~ Few BD PrP FF TAA Cr — /~ ee et od 
“ZRYOSAT onaqsny ‘“YoR[FunI9A FunUuysog +» 
‘OINYSBISSH 
O}PONVAIGIGA Jane q 4ajUN VIP “ojJopue Mo#uRe jue qos usyoIzeq Uo|YVzyueZoid udayynjesuw B 1ojuN oIp -ueZURISqNs VOAPLOSSVMI[BISLIY JNB uss0z0g » 
7) Str | 726 2 $s CZl 8¢ LG | 820 0 0 0 0 0 WIAXX | 828/ZZ8 
) PLE | LST s | Lot | gee | 99 88 tr0 0 () 0 0 0 ITAXX | 228/128 
0 r6I 460 t andg 0 0 0 0 0 IAXX | 9I19/GT18 
H 999 Es ti 8s Le CZ 8¢ 610 0 0 0 0 0 AXX | OTS8/608 
” 99'T g - | andg 0 0 0 0) 0 AIXX . ¥08/g08 
" g 0 If 29 ig andg = JJIXX | 862/162 
7) S09 FOE 967 16 q‘yt | glo €¢ Cc¢ 0% GG Ito IXX | Z6Ll/T62 
. 0 916 68% ZITO tF 99 ‘e || 9'¢ 09 eG gC 620 IXX || 98z/¢e82 
5 andg C6 | LL SZ0 SF aL 9¢ 0 0 0 0 0 XX || O8Z/6L2 
=» D g'LL | 88S | SIT PLT | 29% | TET 2 ee | PTI oal 190 XIX |} PLL/gLl 
& “ 16 | as'% | STO ¢°12 Te | gOS || 2g 19 eg 6¢ 620 IWAX | 892/292 
z ) LIg 9oZ 3FZ 1'6 9'e1 | 890 WAX |) Z9L/T9L 
"o 0 SL6 FF af) Sol | #c°0 — IAX | gez/ees 
tL. D C6 LLP cre | SI¢ | 6% | StI eel cg] FFI AX || OGLI6PL 
- ” 919 Se c'0z | SOG | PGT | Z2HE | Jet 66 901 AIX | #PL/ePL 
“a aindg cL Le wz | 96 | ST LHL LSI Or STI IX | ggZ/LeL 
= 0 O01 ¢ VIG | LL | 988 — IIX || cez/Te 
i 0 L160 «68°F rrr | 999 | SEE 0 0 0 0 0 IX | 9¢2L/c%L 
= andg S06 FGF ‘rr 299 | 1e'e CF ef ZF tf Zz 0 X | O@L/61L 
= + + g9¢ 18% Or | 99T | S80 { XI || PIL/gTzZ 
E 0 STF 2d rams gL 6¢°0 + LIA | 804/204 
< andg lol | 19°§ S92 | SOF | 20G xx(C BMYO) +++ IIA ZOL/10L 
eo 7) 2c6) (OLF L’8g TS¢ 16% 0 0 0 0 0 IA | 969/C69 
= 0 6 ¢9'F gug see | 69% P A 0691689 
+ 628 | SIF Zee | S6r | 6S andg Al | #89/g89 
T LLL | 686 89 oor 120 0 0 0 0 0 Ill | 829 219 
5 98 OF ¥9E | FFE GLS 0 0 0 0 0 II || Zl9/TL9 
andg SIF 60°% — _ - ++ I | 999/¢99 
1 “P ‘lo 3 GLP oo, | UEP | oy, "UL “P 0), LP 0 
OunYad : ; 3 : : : a uIUIeys ‘IN 
uoA q R q v -Z[ld -SYOUsld A 
— TyNpsy aINESFISSY : i apron — 
a » OINESTRXO , oANYSUOUOIIID 





"TT 2112 1 









Chemismus der Citronensiurebildung durch Pilze. V. 241 


daher pro Pilzstamm 37,5 g Essigséure 83.3 ¢ Na-Acetat 3 H,O) 
Nach fiinftagigem Verweilen auf den Na-AcetatlO-ungen bei 33 bis 34° 
wurden jeweils die zusammengehorigen Kulturen vereinigt und die Filtrate 
auf je 1500 cem gebracht. Die analytischen Ergebnisse sind aus der Ta- 


belle [11 ersichtlich. 
Tabelle Ill. 





Versuchs Pilz Verbr. Essigsiéure Citronensiure * Oxalsiiure * 
Nr stamm . 
u e d. Th K d. Th 
829—833 XII 203 54,1 0,1 0,5 0,47 9,99; 492 | 32,8 
834—838 XIX | 21,6 57,6 2,66 123 | 11,6 22.9 | 106,2 70,8 


* Prozente, bezogen auf verbrauchte Essigséure 


Je 500cem der verarbeiteten Flissigkeiten wurden mit der ent 
sprechenden Menge Schwefelsiure versetzt und nach Vertreibung der 
noch vorhandenen Essigsaure zur Trockne verdampft. Die Riicksténde 
wurden im Soxhlet mit Ather extrahiert und die erhaltenen Saéuren aus 
Wasser umkristallisiert, wobei die ersten Kristallisationen nur aus Oxal- 
siure bestanden. Sodann kristallisierten, wie in den oben beschriebenen 
Versuchen mit Na-Acetat, geringe Mengen Bernsteinséure, die allem 
Anschein nach mit etwas Fumarsaéure verunreinigt war; Schmelzpunkt 186°. 
Zur genaueren [dentifizierung reichte auch hier die erhaltene geringe Menge 
nicht aus. Die zurlickbleybenden édligen Mutterlaugen kristallisierten auch 
hier nicht. 

Je 700 cem der Kulturfliissigkeit wurden mit Bleiacetat gefallt, die 
erhaltenen Bleisalze mit Schwefelwasserstoff zerlegt und sodann zum 
Kristallisieren gebracht. Auch hier bestand die erste Kristallisation nur 
aus Oxalséure, wahrend die weiteren Kristallisationen keine einheitlichen 
Schmelzpunkte zeigten und allem Anschein nach neben Oxalséure noch 
Citronenséure (Denigés-Reaktion) und Fumarséure (Entfarbung von soda- 
alkalischem KMn0Q,) enthielten. 

Versuchsreihe 60 (839 bis 860). Pilzdecken der Stamme XIII und XIX 
wurden in gleicher Weise wie bisher auf je 100 cem N&éhrlésung zur Ent- 
wicklung gebracht und sodann auf die Na-Salze von Apfelséure, Bernstein- 
siure und Fumarsaéure tibertragen, sowie auf Mischungen der betreffenden 
Na-Salze mit Na-Acetat in molekularem Verhaltnis; dabei wurde ein 
Vergleich mit der 4quivalenten Menge Na-Acetat durchgefiihrt. Die Einzel- 
heiten der Ans&tze sowie die Ergebnisse der Versuchsreihe sind aus Ta- 
belle LV ersichtlich und bediirfen keiner weiteren Diskussion. Versuchs- 
dauer auf ..zweite Kulturfliissigkeit** 9 Tage. 

Versuchsreihe 61 (861 bis 872). Um eine eventuelle Steigerung det 
Citronenséureausbeute aus Na-Acetat zu erzielen, wurde _ festzustellen 
versucht, bei welcher Konzentration an Na-Acetat die Umwandlung am 
intensivsten erfolgt. Es kamen wieder die gleichen Pilzstémme in analoger 
Weise wie zuvor zur Verwendung. Die Konzentrationen an Na-Acetat 
betrugen 2,5, 5 und 7,5°,., bezogen auf Essigsiure. Am achten Tage wurden 
die Versuche abgebrochen und analysiert (Tabelle V). Es zeigte sich, daB 
die bisher gewahlte Essigsiurekonzentration weitaus giinstiger wirkte als 
eine Erhéhung derselben. Bemerkenswert erscheint weiterhin das Aus- 
bleiben der Oxalséurebildung bei Stamm XIX bei den héheren Konzentra- 
tionen an Na-Acetat. 
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In Versuchsrethe 62 (873 bis 908) wurde festzustellen gesucht, in welcher 
Weise Alkohol durch die Pilzstimme XIII und XIX umgewandelt wird. 
Derselbe wurde in l- und 2°,iger Lésung den Pilzdecken geboten und zu- 
gleich Vergleichsversuche mit Na-Acetat angegliedert (2.5°,ig an Essig- 
séure, also annéhernd &quivalent 2°, Alkohol). Zu den Alkoholversuchen 
wurde weiterhin jeweils auch Natriumbicarbonat, Kaliumbicarbonat sowie 
Calciumcarbonat zugesetzt; die genauere Versuchsanordnung ist aus 
Tabelle VI ersichtlich. Versuchsdauer 7 Tage. Citronenséure wurde in 
den meisten Fallen gebildet, jedoch nur in recht geringem Ausma®e; nur 
in einigen Versuchen in etwas gr6Beren Mengen. Die parallel durchgefiihrten 
Essigséureversuche ergaben allerdings in dieser Versuchsreihe auffallend 
geringe Ausbeuten an Citronenséure; allem Anschein nach waren die Pilz- 
decken kraéftiger entwickelt als sonst (Verwendung frischer Glaskolben). 
Allgemeinere GesetzmaéBigkeiten lassen sich noch nicht ableiten. 

Versuchsrethe 63 (909 bis 912). Es wurde die Verarbeitung von Fssig- 
séure sowie Glykolséure durch Pilzdecken verglichen (Stamm XIX). Beide 
Séuren kamen in Form ihrer Na-Salze zur Anwendung. Bei dieser Versuchs- 
reihe wurde jedoch auch aus Na-Acetat nur sehr wenig Citronenséure 
gebildet, aus Na-Glykolat gleichfalls nur Spuren. Auf eine Wiedergabe 
der Analysenwerte kann daher verzichtet werden. 

In Versuchsreihe 64 (913 bis 920) wurde ein Vergleich der Verarbeitung 
eines Gemisches von Apfelséure und Essigséure einerseits und Apfelsaure 
und Glykolséiure andererseits durchgefiihrt, und zugleich Versuche mit 
Apfelséure allein und Essigséure allein votgenommen. Alle Séuren kamen 
als Na-Salze in Anwendung. Die Versuche wurden nach 7 Tagen (nach 
.. Ubertragung“*) abgebrochen. Die Ergebnisse sind aus Tabelle VII er- 
sichtlich. Auch hier wurde Na-Acetat schwiécher verarbeitet als in den 
analogen bisherigen Versuchen. Die Citronenséurebildung aus Apfelsiure 
sowie aus Apfelséure und Essigsiure bzw. Glykols&ure war deutlich, jedoch 
nirgends sehr erheblich. Das gleiche gilt hinsichtlich der Oxalsaéure im 
Vergleich mit den Na-Acetatversuchen. 


Zusammenfassung. 

_ 1. Das Vermégen zur Citronensaurebildung aus essigsauren Salzen 
kommt den Aspergillus niger-Stammen recht allgemein zu; insbesondere 
Na-Acetat bewahrte sich dabei am besten. In einer Anzahl von Fallen 
wurden bis gegen 16°, an Citronensdure bezogen auf umgesetzte Essig- 
siure gebildet. Die einzelnen Pilzstimme verhielten sich bei diesem 
Umwandlungsvorgang sehr verschieden. 

2. Alkohol kann durch Aspergillus niger in Citronenséiure um- 
gewandelt werden, wodurch die Anschauung gestiitzt erscheint, dab 
auch bei der Citronensdurebildung aus Zucker der Weg iiber Alkohol 
fiihrt, der wohl zunichst zu Essigsiure oxydiert wird. 

3. Vorversuche zur genaueren Klairung des Chemismus der Citronen- 
siurebildung aus Essigsiure ergaben, da auch fumarsaures, apfel- 
saures und glykolsaures Natrium in Citronensiure tibergefiihrt werden 


k6nnen. 
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Zur Nomenklatur der an der alkoholischen Girung 
beteiligten Katalysatoren. 


Von 
Carl Neuberg und Hans vy. Euler. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem). 


E. Buchner hatte in der Annahme, daB die alkoholische Garung 
nur durch einen einzigen Katalysator, und zwar enzymatischer Art, 
vermittelt wiirde, fiir denselben den Namen ,,Zymase** vorgeschlagen. 
Bald darauf zeigte sich, daB Buchners ,,Zymase“ nicht einheitlich 
ist, sondern daB neben den enzymatischen Bestandteilen (Glykolase, 
Carboxylase, Ketonaldehydmutase, Phosphatese und Phosphatase) auch 
noch ein nichtenzymatisches Agens, Hardens Coenzym der alkoholischen 
Garung, in Wirkung treten mul}, fiir welches nunmehr meist der kiirzere 
Name Cozymase verwendet wird (v. Euler). Fiir das von Cozymase 
befreite Zymasesystem wurde von einem von uns (Newberg) die Be- 
zeichnung Apozymase empfohlen. 

Nachdem man nun seit kurzer Zeit weib, daB auBer der Cozymase 
wenigstens noch ein weiterer Aktivator (Mg) notwendig ist, zu welchem 
eventuell noch mehrere kommen, erschien es wiinschenswert, Unsicher- 
heiten in der Nomenklatur dieses Gebiets méglichst bald zu beseitigen 
und besonders eine Entscheidung dariiber zu treffen, ob Apozymase 
den Mg-freien oder den Mg-haltigen Enzymrest bedeuten soll. 

Um eine einheitliche Bezeichnungsweise in der Literatur dieses 
Gebiets herbeizufiihren, méchten wir folgendes in Vorschlag bringen: 

Zymase = der von allen Aktivatoren befreite, rein enzymatische 


x 


Bestandteil des Enzymsystems der alkoholischen Garung; 


Holozymase (oder Panzymase) = das gesamte Enzymsystem der 


alkoholischen Garung, also Zymase + simtliche Aktivatoren; 
Apozymase = die von Cozymase befreite Holozymase. Die Apo- 
zymase aus Trockenunterhefe enthalt also noch das mit Wasser nicht 


auswaschbare Magnesium der Hefe und wird durch Zusatz von reiner 


Cozymase zur Holozymase erginzt. 














Berichtigung 


zur Arbeit von A. #. Braunstein und A. N. Parschin ,,Uber den EinfluB 
der sogenannten ,sauren‘ und ,basischen‘ Nahrung auf das Schicksal aromati- 
scher Substanzen im Organismus. IV.‘ 


(Diese Zeitschr. 235, 344, 1931.) 


In der Diskussion (S. 351) ist von uns irrtiimlich angegeben worden, 
daB Abderhalden und Wertheimer einen EinfluB des sauren oder basischen 
Charakters der Nahrung auf die Methylierung von Tellur im tierischen 
Organismus beschrieben haitten. Die Angabe ist unzutreffend. Die dies- 
beziiglichen Versuche von Abderhalden und Wertheimer (Pfliigers Arch. 207, 
219) hatten ein negatives Ergebnis; die Verfasser bemerken ausdriicklich, 
daB sie Verschiedenheiten bei den ungleich ernahrten Tieren nicht finden 
konnten und daB die Methylierung beim sauer wie beim alkalisch ernahrten 
Tier sicher méglich ist. 


Berichtigung 


zu D.v. Deseéd, diese Zeitschr. 239, 327, 1931. 


Die Zahlenwerte in Tabelle [V. die unter der Aufschrift ,,Ausgefallte 
EiweiBmenge g‘‘ angegeben wurden, sind bei der Abschrift mit denjenigen 
vertauscht worden, die in der Spalte rechts davon unter der Aufschrift 
, Scheinbarer Wasserverlust bei der Eindickung ecm“ angefiihrt worden sind. 
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